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Nel presente lavoro di tesi, sono stati messi a punto in laboratorio vari processi di 
recupero di componenti ad alto valore nutraceutico dal distillato di deodorazione di olio 
di oliva, un sottoprodotto di raffinazione. Dapprima questo materiale è stato 
caratterizzato con il GC-MS da cui è emerso un contenuto non trascurabile di squalene 
(circa il 10%) e un contenuto  decisamente inferiore di tocoferoli (pochi ppm). Per il 
recupero di tali componenti sono state effettuate prove di distillazione sottovuoto, 
distillazione short-path ed estrazione con solvente. I risultati migliori sono stati ottenuti 
per estrazione rispettivamente con etere etilico e con esano. In entrambi i casi prima 
dell‘estrazione sono stati saponificati gli acidi grassi liberi, costituenti l‘80% circa del 
materiale di partenza, nel caso dell‘estrazione con etere etilico la saponificazione è stata 
condotta a caldo con una soluzione di KOH al 20% in metanolo, mentre nel caso dell‘ 
estrazione con esano è stata condotta a freddo con una soluzione di NaOH al 25% in 
acqua.  Nel processo di estrazione con etere è stato ottenuto un estratto contenente il 
99,8% di squalene e lo 0,2% di tocoferoli; è stato recuperato circa l‘81% di squalene e il 
57% di tocoferoli. Nel processo di estrazione con esano è stato ottenuto un estratto 
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1.1. Il progetto OLIVA PLUS 
 
Il progetto OLIVA PLUS è un progetto di ricerca nel settore Nutraceutica, finanziato 
dalla Regione Toscana. Il progetto ha una durata biennale (inizio Marzo 2015) e 
coinvolge vari organi di ricerca (Consorzio Polo Tecnologico Magona, Dipartimento di 
Scienze Agrarie, Alimentari e Agro-ambientali dell‘Università di Pisa, Dipartimento di 
Scienza della Vita dell‘Università di Siena) ed un partner industriale (SALOV S.p.A.).  
 
L‘olio extravergine di oliva ha straordinarie proprietà nutraceutiche, riconducibili 
alla sua composizione in termini di macro e microcomponenti. Gli stessi 
microcomponenti con proprietà nutraceutiche forniscono all‘olio extravergine di oliva 
caratteristiche sensoriali e organolettiche uniche e particolari, non necessariamente 
apprezzate da tutti i consumatori, in particolare da quelli lontani dall‘area mediterranea. 
Quando l‘olio di oliva non risponde ai requisiti per essere classificato come 
extravergine, ad esempio quando ha un grado di acidità troppo elevato o quando ha 
gravi difetti organolettici (olio lampante) viene sottoposto al processo di raffinazione da 
cui esce un prodotto con caratteristiche qualitative e organolettiche controllate; tuttavia 
durante le fasi della raffinazione si verifica la perdita di molti degli elementi 
nutraceutici.  
L‘obiettivo principale del progetto OLIVA PLUS è la formulazione di un prodotto 
innovativo: un olio di oliva a parametri nutraceutici e organolettici controllati. Il 
progetto mira quindi a valorizzare le componenti nutraceutiche dell‘olio di oliva, uno 
dei prodotti agroalimentari più rappresentativi del territorio toscano.  
Ad oggi infatti non esiste un prodotto commerciale in cui microcomponenti 
biologicamente attivi opportunamente selezionati vengano dosati all‘olio raffinato in 
modo da conferirgli i connotati di alimento funzionale. 
Al fine di conseguire l‘obiettivo principale, il progetto prevede i seguenti obiettivi 
secondari: 
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Identificazione di microcomponenti ad elevato potenziale nutraceutico nei 
sottoprodotti della raffinazione di olio di oliva. 
• Sviluppo di processi innovativi di separazione delle componenti 
nutraceutiche (fenoli, squalene, tocoferoli) dai sottoprodotti della raffinazione 
di olio di oliva (oleine, distillati di deodorazione, acque di lavaggio e 
scissione) e della frangitura delle olive (sanse e acque di vegetazione). 
• Sviluppo di metodiche di diagnostica chimica e biomedica per la qualifica di 
prodotto. 
 
1.2. Scopo e struttura della tesi 
 
La tesi si focalizza su uno degli aspetti salienti del progetto OLIVA PLUS: lo 
sviluppo di un processo di separazione e recupero delle componenti nutraceutiche 
(tocoferoli e squalene) dai distillati di deodorazione di olio di oliva, sottoprodotti di 
raffinazione forniti dall‘azienda SALOV S.p.A.  
Nei Capitoli 2 e 3 vengono fornite delle informazioni generali riguardanti l‘olio di 
oliva: composizione chimica, classificazione e proprietà nutrizionali e benefiche.  
Nel Capitolo 4 viene descritto il processo di raffinazione, grossomodo uguale per 
tutti gli oli vegetali, in modo da chiarire l‘origine dei sottoprodotti. In questo capitolo 
viene fornita anche un‘analisi più accurata dei sottoprodotti in termini di composizione 
chimica e impiego.  Il Capitolo 5 invece riassume la ricerca bibliografica fatta per 
individuare i processi già utilizzati per estrarre componenti minori da un materiale di 
partenza confrontabile con il distillato di deodorazione di olio di oliva, oggetto dello 
studio sperimentale.  I Capitoli 6, 7 ed 8 sono dedicati interamente all‘attività 
sperimentale svolta presso i laboratori CPTM che ha avuto come obiettivo quello di 
mettere a punto vari processi di separazione e recupero dei componenti nutraceutici dal 
distillato di deodorazione.  Nel Capitolo 9 vengono descritte le prove di diagnostica 
biomedica per la qualifica dei componenti estratti, condotte dal Dipartimento di Scienze 
della Vita dell‘Università di Siena. Alla luce dei risultati ottenuti è stato possibile trarre 
le conclusioni esposte nel Capitolo 10 e gettare le basi per eventuali sviluppi futuri. 
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1.3. Presentazione struttura ospitante 
 
Consorzio Polo Tecnologico Magona – Cecina (LI) 
 
Questa tesi è il risultato di un periodo di tirocinio svolto presso il Consorzio Polo 
Tecnologico Magona di Cecina. 
Il Consorzio Polo Tecnologico Magona (CPTM) è stato fondato nel 1997, 
nell'ambito di un'operazione di recupero dell'area industriale della Magona di Cecina 
(LI) per la realizzazione un centro di ricerca d'eccellenza. CPTM è punto di raccordo tra 
aziende che cercano nuove soluzioni e la ricerca applicata, realizzata in modo sinergico 
dalle competenze maturate da università, società d‘ingegneria e società costruttrici.  
Le applicazioni vanno dall‘ingegneria chimica e dei materiali, alla protezione 
ambientale e alla sicurezza industriale, fino all'industria dell'energia, le energie 
rinnovabili e la chimica verde.  
Nel 2002 CPTM ha ottenuto la certificazione di qualità ISO-9001 ed è entrato a far 
parte dei laboratori di ricerca d'eccellenza riconosciuti dal Ministero dell'Istruzione, 
Università e Ricerca. Nel 2013 CPTM ha inoltre ottenuto la certificazione RINA per i 
test di laboratorio su materiali. 
 
Contatti CPTM:  
Sito Web: www.polomagona.it 
Tel: +39 0586 632142 
Fax: + 39 0586 63545 
E_mail: info@polomagona.it
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2. L’olio di oliva 
 
2.1.  Produzione 
 
Attualmente,  più del 95%  degli olivi cresce nel bacino del Mediterraneo.  
Circa l‘81% della produzione totale di olive deriva dalla Comunità Europea (CE) 
(Spagna, Italia, Grecia, Portogallo e Francia), il Medio Oriente contribuisce per un 7%, 
il Nord Africa produce l‘11%. Il restante 1% è di origine Americana, proveniente da 
Argentina, Messico, Peru e Stati Uniti (Percentuali ricavate dai dati messi a 
disposizione dal Consiglio Oleicolo Internazionale riferiti agli anni tra il 1997 e il 
2004 ) . Il consumo di Olio di Oliva è in crescita nei paesi che producono poco olio di 
oliva o non ne producono [1]. 
In Tabella 2.1 vengono riportati i dati forniti dal Consiglio Oleicolo Internazionale 
riguardanti la produzione di olio di oliva nei paesi principali, che contribuiscono per un 
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Tabella 2.1: Produzione mondiale di Olio di Oliva (migliaia di tonnellate) secondo i dati del 
Consiglio Oleicolo Internazionale [2] 
 2011/12 2012/13 2013/14 2014/15 2015/16 
Albania 7,0 12,0 10,5 11,0 10,5 
Algeria 39,5 66,0 44,0 69,5 73,5 
Argentina 32,0 17,0 30,0 6,0 25,0 
Cipro - - 0,0 - - 
Croazia 4,0 4,0 - - - 
Egitto 9,0 16,5 20,0 21,0 25,0 
Iran 7,0 3,5 5,0 4,5 6,5 
Israele 13,0 18,0 15,0 17,5 14,0 
Giordania 19,5 21,5 19,0 23,0 29,0 
Libano 14,0 14,0 16,5 21,0 20,0 
Libia 15,0 15,0 18,0 15,5 18,0 
Marocco 120,0 100,0 130,0 120,0 130,0 
Montenegro 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 
Siria 198,0 175,0 180,0 105,0 215,0 
Tunisia 182,0 220,0 70,0 340,0 140,0 
Turchia 191,0 195,0 135,0 170,0 143,0 
EU 2395,0 1461,5 2482,5 1433,5 2049,5 
Uruguay - - 0,5 1,0 1,0 
Totale 3246,5 2339,5 3176,5 2359,0 2900,5 
 
2.2. Tecnologia di estrazione 
 
L‘olio di oliva è un grasso che a temperatura ambiente si presenta in forma liquida, 
di colore giallo-verde e sapore gradevole, ottenuto dalla frantumazione e spremitura del 
frutto maturo dell‘olivo: l‘oliva [3]. 
L‘oliva è una drupa (Figura 2.1) con un peso che oscilla tra 1,5-4,5 g e 
strutturalmente costituita da  
 
• Epicarpo o buccia (1,5-3,5%): è una membrana esterna sottile ed elastica 
(epidermide) di colore variabile in base allo stato di maturazione (dal verde al 
rosso o nero), ricoperta da una sostanza cerosa protettiva, la pruina (con 
funzione di schermo protettivo contro i parassiti ed i microorganismi). 
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• L‘epicarpo contiene un numero di componenti di polarità relativamente alta 
che non sono rimossi dall‘estrazione meccanica e rimangono nella sansa. La 
rimozione di questi componenti e dell‘olio dalla sansa avviene attraverso 
l‘estrazione con solvente; ciò spiega l‘elevato contenuto di frazione 
insaponificabile  nell‘olio di sansa di oliva [1]. 
 
• Mesocarpo o polpa (70-80%): è di consistenza carnosa e dal colore variabile; 
qui è contenuta la maggior parte dell‘olio (96-98%) insieme a gran parte 
dell‘acqua denominata ―acqua di vegetazione‖ che rappresenta il 40-60% del 
peso totale del frutto [1]. 
 
• Endocarpo o nocciolo (15-25%): si tratta di un guscio legnoso che racchiude 
il seme detto anche mandorla; in questo è contenuta una piccola quantità di 
olio che ha un contenuto più elevato di acido linoleico rispetto a quello 
dell‘olio contenuto nella polpa [1]. 
 
 
Figura 2.1: Drupa dell‘olivo 
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Tabella 2.2: Composizione dell‘oliva [1] 
Composizione dell’oliva 
Acqua 52,4 % 
Olio 19,6 % 
Proteine 1,6   % 
Zuccheri 19,1 % 
Cellulosa 6,8   % 
Ceneri 1,5   % 
 
La resa in olio e la qualità dipendono da vari fattori:  cultivar dell‘olivo, rapporto fra 
le varie parti anatomiche dell‘oliva, livelli dei componenti minori e condizioni di 
crescita e di salute degli alberi. L‘umidità del suolo è molto importante durante lo 
sviluppo del frutto. 
La raccolta dei frutti per la produzione dell‘olio inizia in autunno e dura fino alla fine 
di Febbraio. In alcune regioni, inizia prima ed in altre termina dopo, fino a Marzo. Di 
conseguenza, sono attese variazioni di qualità e composizione dell‘olio a causa delle 
differenti condizioni climatiche e del suolo. Variazioni in termini di qualità sono 
principalmente legate ai livelli di componenti minori e composti aromatici, acidità e alla 
presenza di mono- e digliceridi. 
Dati analitici ed organolettici mostrano che il contenuto di olio aumenta con la 
maturazione delle olive ma la qualità diminuisce. La tecnologia di raccolta è molto 
importante per la produzione di un olio di alta qualità perché quando le olive 
raggiungono il grado di maturazione ottimale dovrebbe avvenire al più presto [1]. 
La raccolta meccanica provoca il distacco delle olive dalla pianta grazie all‘azione di 
particolari scuotitori che sottopongono il tronco e le branche all‘azione dello scuotitore. 
Le olive distaccate cadono su reti che ne consentono il raggruppamento ed evitano il 
contatto con il suolo. 
Quando si utilizzano dispositivi meccanici è molto importante evitare di danneggiare 
l‘albero o i rami. Tuttavia spesso per la conformazione dei rami, per la forte aderenza 
del frutto all‘albero e per l‘accessibilità limitata è necessario ricorrere alla raccolta a 
mano. 
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Un‘altra procedura è la raccolta a terra delle olive che cadono spontaneamente 
dall‘albero in seguito al processo di maturazione, sotto all‘olivo vengono piazzati dei 
teli o delle reti per preservare i frutti caduti. Questo sistema richiede il raggiungimento 
di un grado di maturazione troppo spinto con una notevole perdita della qualità dell‘olio 
[1,4]. 
Avvenuta la raccolta si passa al processo di estrazione dell‘olio caratterizzato da 
varie fasi [4]: 
 
• Mondatura e lavaggio: la lavorazione delle olive inizia con una prima 
mondatura, che consiste nell‘eliminazione grossolana dell‘eccesso di foglie, 
rami e corpi estranei (la presenza di qualche foglia non pregiudica la qualità 
del prodotto e ne conferisce un sapore fresco, piccante e molto apprezzato dai 
consumatori). In caso delle presenza di grandi quantità di frutti non idonei e 
di ―impurezze‖ può essere necessario effettuare una cernita molto più 
accurata. Le olive vengono sempre sottoposte all‘operazione di lavaggio per 
allontanare foglie e terriccio attaccati alle drupe e che potrebbero danneggiare 
i macchinari.  
 
• Macinazione o molitura: la macinazione viene effettuata con lo scopo di 
rompere il maggior numero di cellule oleifere e quindi per facilitare la 
fuoriuscita dell‘olio. La pasta che si forma per effetto della macinazione 
contiene il ―mosto‖ oleoso, cioè un composto formato da un‘emulsione 
olio/acqua. Quest‘operazione può essere effettuata nei frantoi per mezzo di 
molazze o martelli.  
 
• Gramolatura: La pasta ottenuta attraverso la frangitura delle olive deve 
essere sottoposta all‘operazione di gramolatura. Tranne per i frantoi a 
molazze, che di fatto sono macchine ―frangi-gramolatrici‖, tutti gli altri 
sistemi di frangitura richiedono questa operazione. La gramolatura ha lo 
scopo di ―aggregare‖ l‘olio presente nella pasta al fine di ottenere delle gocce 
di volume più grande e che sono più facili da separare durante l‘operazione di 
estrazione. 
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• Estrazione: i sistemi usati per l‘estrazione meccanica dell‘olio dalle olive 
sono tre: 
 Estrazione per pressione; 
 Sistema SINOLEA; 
 Estrazione per centrifugazione. 
Nell‘estrazione per pressione, la pasta delle olive viene posta su uno 
strato di dischi filtranti, fatto di fibre vegetali o sintetiche ad alta resistenza. 
Questi dischi sono impilati e intervallati con dischi di metallo su di una 
piattaforma con al centro un tubo forato. La pasta deve essere disposta in 
maniera uniforme. Bisogna porre particolare attenzione alla qualità dei dischi 
che devono essere permeabili, resistenti e consentire il distacco della pasta 
dopo l‘estrazione. Bisogna controllare lo stato di conservazione con 
attenzione ai processi di deterioramento, marcescenza e irrancidimento che 
comprometterebbero la qualità dell‘olio. Una volta completato il ―castello‖ 
(fiscoli + pasta) si sistema sotto la pressa idraulica ad una pressione di 400 
atmosfere. Dalla pasta fluisce dall‘esterno e dall‘interno il mosto oleoso che 
viene raccolto in apposite vasche. L‘operazione ha in genere una durata di 30 
– 35 minuti. 
Il procedimento SINOLEA si fonda sul principio di adesione dell‘olio 
rispetto all‘acqua di vegetazione. Nell‘estrarre, le lamelle di acciaio inox 
penetrano con movimento lento e continuo nella pasta delle olive e 
fuoriescono trascinando per adesione l‘olio all‘esterno della vasca dove il 
recupero avviene sia per naturale sgocciolamento che per rasatura con 
opportuni pettini. Grazie a questo primo intervento si riesce ad estrarre circa 
il 70% ‐ 90% del totale estraibile, l‘olio residuo si può estrarre pressando le 
paste parzialmente disoleate. 
L‘estrazione con il sistema di centrifugazione è di recente introduzione 
(anni ‘50). Il principio di funzionamento si basa sulla stratificazione di un 
composto da più elementi a diverso peso specifico. L‘elemento più pesante 
rimane confinato all‘esterno, mentre all‘interno si stratificano gli elementi 
più leggeri. 
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2.3. Classificazione olio di oliva 
 
Con il termine olio di oliva si definiscono in maniera generica tutti gli oli derivanti 
dalla lavorazione delle olive; in realtà esso racchiude una gamma di prodotti diversi per 
qualità e caratteristiche. 
Attualmente la classificazione merceologica degli oli di oliva è disciplinata, nel 
nostro Paese, come membro della UE, dal Regolamento CEE n. 2568 dell‘11 luglio 
1991 [12], relativo alle caratteristiche degli oli di oliva e degli oli di sansa d‘oliva 
nonché ai metodi ad essi attinenti, e da molteplici regolamenti ad integrazione e/o 
modifica e/o abrogazione di parti di esso. Tale regolamento è nato con lo scopo 
principale di riorganizzare la normativa comunitaria in materia di oli d‘oliva, oltre a 
uniformare le diverse metodiche analitiche riportandole in un unico testo di legge [13].  
A seguito del regolamento l‘olio di oliva viene classificato con riferimento alle sue 
caratteristiche chimico-fisiche ed organolettiche. Quest‘ultime vengono valutate con il 
sistema del Panel Test; con questo termine si indicano le votazioni date da un gruppo di 
assaggiatori riconosciuti dagli Stati membri che indipendentemente gli uni dagli altri 
esprimono i loro giudizi sulle caratteristiche organolettiche dell‘olio. 
Gli oli derivanti dalle olive sono così suddivisi: 
 
A. Olio di oliva vergine: Olio ottenuto solamente mediante processi meccanici o 
altri processi fisici, in condizioni segnatamente termiche, che non causano 
alterazioni dell'olio, e che non hanno subito alcun trattamento diverso dal 
lavaggio, dalla decantazione, dalla centrifugazione e dalla filtrazione. Sono 
esclusi gli oli ottenuti mediante solventi o con processi di riesterificazione e 
qualsiasi miscela con oli di altra natura. 
L‘olio di oliva vergine pronto per essere consumato include : 
 
a. Olio extravergine di oliva: olio di oliva vergine di gusto assolutamente 
perfetto, la cui acidità espressa in acido oleico non può eccedere 0,8 g per 100 
g e avente le altre caratteristiche conformi a quelle previste per questa 
categoria indicate  nel punto 1 dell‘Allegato I del  Regolamento CEE 2568/91. 
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b. Olio di oliva vergine: olio di oliva vergine di gusto perfetto, la cui acidità 
espressa in acido oleico non può eccedere 2 g per 100 g e avente le altre 
caratteristiche conformi a quelle previste per questa categoria indicate  nel 
punto 2 dell‘Allegato I del  Regolamento CEE 2568/91. 
 
B. Olio di oliva lampante: olio di oliva vergine non adatto al consumo umano la cui 
acidità libera, espressa in acido oleico, è superiore a 2 g per 100 g e avente le 
altre caratteristiche conformi a quelle previste per questa categoria indicate  nel 
punto 3 dell‘Allegato I del  Regolamento CEE 2568/91. 
 
C. Olio di oliva raffinato: olio di oliva ottenuto dalla raffinazione di oli di oliva 
vergini, la cui acidità espressa in acido oleico non può eccedere 0,3 g per 100 g e 
avente le altre caratteristiche conformi a quelle previste per questa categoria 
indicate  nel punto 4 dell‘Allegato I del  Regolamento CEE 2568/91. 
 
D. Olio di oliva composto di oli raffinati e di oli di oliva vergini: olio di oliva 
ottenuto da un taglio di olio di oliva raffinato e di oli di oliva vergini, la cui 
acidità espressa in acido oleico non può eccedere 1 g per 100 g e avente le altre 
caratteristiche conformi a quelle previste per questa categoria indicate nel punto 5 
dell‘Allegato I del  Regolamento CEE 2568/91. 
 
E. Olio di sansa di oliva greggio: olio ottenuto mediante trattamento al solvente di 
sansa di oliva, esclusi gli oli ottenuti con processo di riesterificazione e qualsiasi 
miscela con oli di altra natura e avente le altre caratteristiche conformi a quelle 
previste per questa categoria indicate  nel punto 6 dell‘Allegato I del  
Regolamento CEE 2568/91. 
 
F. Olio di sansa di oliva raffinato: olio ottenuto dalla raffinazione di olio di sansa di 
oliva greggio, la cui acidità espressa in acido oleico non può eccedere 0,3 g per 
100 g e avente le altre caratteristiche conformi a quelle previste per questa 
categoria indicate  nel punto 7 dell‘Allegato I del  Regolamento CEE 2568/91 
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G. Olio di sansa di oliva: olio ottenuto da un taglio di olio di sansa di oliva raffinato 
e di oli di oliva vergini, la cui acidità espressa in acido oleico non può eccedere 1 
g per 100 g e avente le altre caratteristiche conformi a quelle previste per questa 
categoria indicate  nel punto 8 dell‘Allegato I del  Regolamento CEE 2568/91. 
 
2.4. Composizione chimica 
 
Dal punto di vista dei costituenti chimici, l‘olio è formato da: 
 
• Una frazione saponificabile che rappresenta il  98-99% dei costituenti dell‘olio. 
• Una frazione insaponificabile presente in quantità modeste (1-2%). 
 
2.4.1.   La frazione saponificabile 
 
La frazione saponificabile dell‘olio di oliva è la componente formata da sostanze 
che, se trattate con alcali concentrati, originano i saponi. 
La maggior parte di questa frazione è rappresentata dai trigliceridi, il resto è 
principalmente composto da acidi grassi liberi e altri componenti minori derivati dagli 




Gli acidi grassi sono catene lineari (alifatiche), più o meno lunghe, di atomi di 
carbonio; a seconda della presenza o meno di doppi legami tra gli atomi di carbonio, gli 
acidi grassi si suddividono in ―saturi‖ (senza doppi legami) e ―insaturi‖. Questi ultimi 
possono essere classificati in base alla quantità di doppi legami [3]: 
  
• acidi grassi monoinsaturi: sono caratterizzati da un solo doppio legame. 
Appartiene a questo gruppo l‘acido oleico, il più abbondante nell‘olio di oliva. 
L‘elevato contenuto di acidi grassi monoinsaturi è l‘elemento distintivo dell‘olio 
di oliva rispetto agli altri grassi di origine vegetale; 




• acidi grassi polinsaturi: sono caratterizzati da due o più doppi legami. La 
presenza di doppi legami conferisce all‘olio una maggiore fluidità, ne abbassa il 
punto di fusione, ma lo rende più reattivo, meno stabile chimicamente perché 
più facilmente attaccabile dall‘ossigeno. Fra gli acidi grassi polinsaturi 
prevalgono quelli a 18 atomi di carbonio (acido linoleico e acido linolenico), 
generalmente indicati anche come acidi grassi essenziali (AGE) per 
l‘impossibilità di essere sintetizzati dal nostro organismo. 
 
La presenza di doppi legami implica la possibilità di avere isomeria cis o trans. In 
natura prevalgono nettamente gli acidi grassi cis rispetto ai trans, che si formano 
soprattutto in seguito a determinati trattamenti artificiali come la rettifica degli oli. La 
formazione di isomeri trans, infatti, è favorita dall‘elevata temperatura e da potenziali 
catalizzatori, come tracce di metalli. Gli acidi grassi con isomeria trans sono 
difficilmente processabili dal nostro organismo e possono essere dannosi. 
La composizione in acidi grassi varia da un campione all‘altro, in base all‘origine 
geografica dell‘olio. Fra i principali fattori che influenzano la composizione in acidi 
grassi possiamo individuare: latitudine, clima, fattori genetici (varietà) e grado di 
maturazione delle olive raccolte [5].  
In Tabella 2.3 vengono riportati gli acidi grassi tipicamente presenti nell‘olio di 
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Tabella 2.3: Composizione media in acidi grassi dell‘olio di oliva [6] 




Miristico C14:0 ≤0,05 CH3(CH2)12COOH 
Palmitico C16:0 7-17 CH3(CH2)14COOH 
Palmitoleico C16:1 0,3-3 CH3(CH2)5CH=CH(CH2)7COOH 
Eptadecanoico C17:0 ≤0,05 CH3(CH2)15COOH 
Eptadecenoico C17:1 ≤0,05 CH3(CH2)5CH=CH(CH2)7COOH 
Stearico C18:0 1,5-4 CH3(CH2)16COOH 
Oleico C18:1 63-83 CH3(CH2)7CH=CH(CH2)7COOH 
Linoleico C18:2 <13,5 CH3(CH2)4CH=CHCH2CH=CH(CH2)7COOH 
Linolenico C18:3 ≤0,9 CH3(CH2CH=CH)3(CH2)7COOH 
Arachico C20:0 ≤0,6 CH3(CH2)18COOH 
Gadoleico C20:1 ≤0,4 CH3(CH2)7CH=CH(CH2)9COOH 
Beenico C22:0 ≤0,2 CH3(CH2)20COOH 
Lignocerico C24:0 ≤0,2 CH3(CH2)22COOH 
 
Gli acidi grassi possono trovarsi nella loro forma libera, cioè non legati ad altre 
molecole, allora si parla di acidi grassi liberi (FFA – Free Fatty Acids)  che 
rappresentano  l‘acidità dell‘olio, o esterificati a formare gliceridi (trigliceridi, 




La prevalenza in trigliceridi ci consente di definire la natura dell‘olio di oliva come 
―prodotto grasso‖. Un trigliceride è costituito da tre acidi grassi che esterificano le 
funzioni alcoliche (-OH) di una molecola di glicerolo (Figura 2.2) [3]. 
 
 




Figura 2.2: Reazione di produzione di un trigliceride 
 
 
I trigliceridi sono insapori e inodori, tuttavia il loro comportamento lipofilo è 
fondamentale per il trasporto dei componenti aromatici alle papille gustative.  
I tre acidi grassi che compongono un trigliceride possono essere tutti uguali, in 
questo caso il trigliceride viene denominato semplice, o diversi tra loro, il trigliceride 
viene detto allora misto.  
Nell‘olio di oliva prevale il trigliceride semplice dell‘acido oleico, la trioleina. 
In Tabella 2.4 vengono riportati i trigliceridi presenti in quantità significative 
nell‘olio di oliva. 
Tabella 2.4: Trigliceridi dell‘olio di oliva [5] 








O, acido oleico; P, acido palmitico; L, acido linoleico; S, acido stearico 
 
2.4.2.     La frazione insaponificabile 
 
La frazione insaponificabile, cioè la parte delle sostanze che non subiscono alcuna 
alterazione se sottoposte all‘azione di alcali concentrati, rappresenta l‘1-2% del totale; 
comprende circa 220 sostanze, alcune delle quali dotate di valore terapeutico e 
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nutrizionale (alcoli e steroli); altre rappresentano la parte principale della nota aromatica 
(profumi e sapori) dell‘olio (polifenoli), e altre ancora (tocoferoli e polifenoli) sono 
efficaci antiossidanti naturali in grado di conferire al prodotto resistenza 
all‘invecchiamento e all‘irrancidimento. 
Le principali classi di sostanze presenti nella frazione insaponificabile sono [3]: 
 
• idrocarburi (50-60%),  a loro volta costituiti da squalene, terpeni e politerpeni; 
• alcoli superiori alifatici e triterpenici (20-35%); 
• steroli (2-3%); 
• polifenoli (18-37%); 
• vitamine liposolubili: tocoferoli (2-3%); 
• pigmenti colorati: carotenoidi e clorofilla; 




Lo squalene (2,6,10,15,19,23-esametil-triconta-2,6,10,14,18,22-esaene), un triterpene 
polinsaturo che contiene sei unità di isoprene (Figura 2.3), è il costituente principale 
della frazione insaponificabile e costituisce il 90% della frazione idrocarburica. Questo 
componente è il precursore biochimico degli steroli, alla sua presenza vengono imputati 
molti degli effetti benefici dell‘olio di oliva e gli viene attribuita un‘azione preventiva 
verso alcuni tipi di cancro [7]. 
L‘olio di oliva si distingue per l‘elevato contenuto di squalene (2500-9250 μg/g)  se 
confrontato con  quello degli altri oli edibili (16-370 μg/g) [5]. 
 




Figura 2.3: Struttura dello squalene (C30H50) 
 
Gli altri idrocarburi presenti come volatili nell‘olio di oliva sono fenantrene, pirene, 
fluorantene, 1,2-benzoantracene, crisene e perilene. Fra gli idrocarburi nella frazione 
minore di olio di oliva troviamo anche i carotenoidi; i più importanti sono il β-carotene 




Nelle sostanze grasse e in particolare negli oli vegetali è contenuto anche il 
tocoferolo o vitamina E. Nell‘olio di oliva vergine è stato rintracciato l‘α-tocoferolo in 
quantità che giungono fino a 300 mg/l [3]. L‘α-tocoferolo rappresenta circa il 90% dei 
tocoferoli totali ma in quantità minori si trovano anche i tocoferoli β,γ,δ; tutti e quattro i 
composti sono caratterizzati dal punto di vista chimico dalla presenza comune 
dell‘anello del cromen-6-olo e da una catena alifatica costituita da fitile, la disposizione 
dei gruppi metilici sull‘anello del cromen-6-olo permette di distinguere i quattro isomeri 
(Figura 2.4) . I tocoferoli e in particolar modo l‘α-tocoferolo (forma più attiva) 
svolgono un importante ruolo come sostanze ad attività antiossidante e vitaminica [9]. 
Il rapporto tra milligrammi di vitamina E e grammi di acidi polinsaturi esprime un 
parametro che indica la funzione antiossidante del tocoferolo: più questo indice aumenta, 
migliore è la conservabilità dell‘olio: il minimo è appunto 0,79 mg/g [3].  
 




Tocoferolo R1 R2 R3 
α-Tocoferolo  -CH3 -CH3 -CH3 
β-Tocoferolo -CH3 -H -CH3 
γ-Tocoferolo -H -CH3 -CH3 
δ-Tocoferolo -H -H -CH3 




Gli steroli sono composti tetraciclici biosintetizzati dallo squalene.  Nell‘olio di oliva 
sono presenti nel range 1800-4939 mg/kg. La quantità di steroli in un particolare olio 
può essere usata per identificare la sua origine e la sua purezza [8].  I principali steroli 
che si trovano nell‘olio di oliva sono β-sitosterolo, ∆-5-avenasterolo e il campesterolo. 
È possibile trovare anche quantità minori di stigmasterolo, colesterolo, 24-metilene-
colesterolo,  ∆-5,23-stigmastadienolo, sitostanolo, ∆-5,24-stigmastadienolo, ∆-7-
stigmasterolo,  ∆-7-avenasterolo [5].  
Il β-sitosterolo (Figura 2.5) costituisce il 94-97% degli steroli presenti nell‘olio di 
oliva[10].  
 








Nell‘olio di oliva sono presenti alcoli alifatici e triterpenici. I primi sono composti 
per lo più da alcoli a lunga catena satura (C18-C30). Il contenuto totale di alcoli alifatici è 
compreso fra 60 e 200 mg/kg di olio. Gli alcoli triterpenici sono presenti in un range di 
500-3000 mg/kg. I due più importanti sono idrossi triterpeni: l‘eritrodiolo e l‘uvaolo 
(Figura 2.6). La quantificazione di questi due componenti è molto importante poiché 
fornisce la base per il riconoscimento di oli impuri [8]. 
 




I composti fenolici sono potenti antiossidanti e giocano un importante ruolo nelle 
proprietà chimiche, organolettiche e nutrizionali dell‘olio di oliva. I frutti dell‘olivo 
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hanno una composizione fenolica caratteristica, che dipende qualitativamente e 
quantitativamente da tipo di olive, stadio di maturazione, condizioni stagionali e/o 
climatiche. 
Tra i polifenoli dell‘olio d‘oliva sono presenti sia molecole con struttura semplice, 
come gli acidi fenolici e gli alcoli fenolici, che complessa, quali i flavonoidi, i 
secoiridoidi ed i lignani. 
Tra le varie categorie i composti fenolici principali sono il triosolo e l‘idrossitirosolo 
(alcoli fenolici); l‘oleuropeina, il ligstroside e la verbascoside (secoiridoidi); il 
pinoresinolo e l‘acetossipinoresinolo (lignani). Nel processo di estrazione meccanica di 
olio di oliva la maggior parte dei composti fenolici finiscono in fase acquosa e solo una 
piccola percentuale (<1%) rimane nell‘olio di oliva [11].  
Questi composti sebbene siano costituenti minori dell‘olio di  oliva sono responsabili 
del sapore amaro e pungente. D‘altro canto, esibiscono proprietà antiossidanti e 
contribuiscono a prevenire l‘irrancidimento dell‘olio [5]. 
In Figura 2.7 è riportata la struttura dei polifenoli contenuti nell‘olio di oliva di cui 
sono state studiate maggiormente le proprietà benefiche  . 
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3. La nutraceutica dell’olio di oliva 
 
 Il termine nutraceutica, derivato dalla fusione di ―nutrizione‖ e ―farmaceutica‖, è 
stato coniato nel 1989 dal Dr. Stephen L. De Felice, fondatore e presidente della 
Foundation of Innovation Medicine (New Jersey, USA) e si riferiva originariamente 
allo studio di alimenti che hanno una funzione benefica sulla salute umana. Oggi la 
definizione si riferisce a prodotti isolati e purificati degli alimenti, solitamente venduti 
in forma farmaceutica/erboristica, con provati benefici per l‘organismo o proprietà 
protettive contro l‘insorgere di patologie croniche. Per estensione sono definiti 
nutraceutici quei cibi che associano certe caratteristiche nutrizionali a comprovate 
proprietà terapeutiche di alcuni principi attivi in essi naturalmente contenuti. 
Nell‘ultimo secolo all‘olio extravergine d‘oliva sono state attribuite in numero sempre 
crescente eccezionali proprietà nutritive che accompagnate dall‘alta digeribilità e dalle 
comprovate proprietà salutistiche lo hanno eletto alimento principe della dieta 
mediterranea [14].  
 
La dieta mediterranea deve il suo nome al fatto che si ispira ai modelli alimentari dei 
paesi del bacino mediterraneo come Italia, Francia, Spagna, Grecia e Marocco. Un 
nutrizionista americano, Ancel Benjamin Keys (1904-2004), notò che in questi paesi vi 
era una più bassa incidenza di alcune patologie rispetto agli statunitensi. Da quel 
momento l‘importanza della dieta mediterranea è andata sempre aumentando, fino a 
quando il 16 novembre 2010 è stata riconosciuta dall‘Unesco come “Patrimonio 
immateriale dell’Umanità”. La dieta mediterranea è associata ad un più basso rischio di 
infarto del miocardio, insufficienza cardiaca, ischemia e tumori; inoltre, ha dimostrato 
effetti benefici nella prevenzione primaria della maggior parte delle patologie 
cardiovascolari legate all‘aterosclerosi e patologie oncologiche. Da un punto di vista 
nutrizionale la dieta mediterranea è caratterizzata da un basso contenuto di acidi grassi 
saturi, è ricca di carboidrati e fibra ed ha un alto contenuto di acidi grassi monoinsaturi 
che derivano principalmente dall‘olio d‘oliva.  
 
Diverse proprietà benefiche dell‘olio di oliva sono riconducibili a specifici 
componenti ma alcune delle più importanti derivano dal consumo dell‘alimento nella 
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sua interezza [14]. I molteplici effetti che hanno le olive e i suoi costituenti sulla salute 




Figura 3.1: Attività benefiche svolte dall‘oliva e dai suoi costituenti  
 
3.1. Acidi grassi 
 
L‘olio di oliva è unico per il suo elevato contenuto di acido oleico, acido 
monoinsaturo rappresentante circa il 72% dell‘intera frazione lipidica. La maggior parte 
degli altri oli vegetali sono composti principalmente da acidi polinsaturi. 
L‘acido oleico grazie alla presenza di un unico doppio legame è meno suscettibile 
all‘ossidazione contribuendo all‘azione antiossidante, all‘alta stabilità e alla lunga 
durata dell‘olio di oliva.  
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I dati riguardanti i benefici dell‘acido oleico sulla salute sono conflittuali, pare che 
abbia un ruolo nella prevenzione del cancro, ma non è ancora chiaro se questo sia un 
effetto secondario a quello antiossidante. Vari studi, sia in vitro che in vivo, hanno 
valutato l‘effetto dell‘acido oleico sul cancro. I ricercatori Llor e Pons [16] conducendo 
esperimenti in vitro sull‘effetto dell‘olio di oliva e dell‘acido oleico sulla neoplasia 
colorettale, hanno concluso che l‘acido oleico gioca un ruolo minore rispetto ad altri 
componenti contenuti nell‘olio di oliva nell‘attività chemiopreventiva. I risultati 
riportati dagli studi condotti in vitro da Mendez e altri [17], invece, si sono mostrati 
incoraggianti e supportano la teoria che l‘acido oleico sia importante nella 
chemioprotezione [18]. 
L‘acido oleico sembra avere un ruolo importante nel contrastare l‘insorgenza 
dell‘ischemia cardiovascolare; studi recenti hanno messo in luce che un basso livello di 
acido oleico nelle piastrine circolanti è sempre associato a questa patologia [14]. 
L‘acido linoleico e linolenico, che sono presenti in percentuali minori nell‘olio di 
oliva, appartengono rispettivamente alla categoria degli acidi omega-6 ed omega-3. Si 
tratta di composti che devono essere obbligatoriamente assunti con la dieta e che sono 
indispensabili per la produzione di energia, la formazione delle membrane cellulari e la 
sintesi di emoglobina. Inoltre, influenzano l‘aggregazione piastrinica, la vasodilatazione, 
la costrizione delle arterie coronariche e la pressione del sangue ed hanno anche un 
ruolo determinante per la funzione delle prostaglandine, la produzione e il corretto 




Lo Squalene, come detto nel Capitolo 2, è un idrocarburo terpenoide ed è un 
importante intermedio nella biosintesi del colesterolo. Il suo nome rimanda alla fonte 
tradizionalmente utilizzata per ottenerlo: il fegato degli squali. 
Esistono anche fonti vegetali di squalene che suscitano molto interesse per ragioni 
etiche ed ambientali. L‘olio di oliva ne contiene una quantità significativa rispetto ad 
altri oli, come mostra la Tabella 3.1.  
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Tale tabella è solo indicativa poiché lo squalene è presente nell‘olio di oliva in 
quantità variabili da 200 a 12000 mg/kg [20]; tale contenuto dipende dalla varietà di 
oliva e dalla tecnica di estrazione dell‘olio. 
Tabella 3.1: Contenuto di Squalene in vari oli vegetali [19] 
Tipo di Olio Contenuto Squalene 
(mg/100 g) 






Studi preclinici hanno dimostrato che lo squalene ha un‘attività chemiopreventiva 
per alcune forme di cancro, in particolare quello della pelle. Circa il 60% dello squalene 
contenuto nella dieta viene assorbito e distribuito nei tessuti umani in maniera 
ubiquitaria. Si concentra in modo particolare nella pelle, dove rappresenta uno dei 
componenti maggiori dei lipidi di superficie. La sua efficacia biologica è stata osservata 
a concentrazioni di circa 500 mg/die (studi clinici sulle proprietà antiaterogene) e 1000 




I tocoferoli (vitamina E), già introdotti nel Capitolo 2, sono dei potenti antiossidanti 
naturali che prevengono la rancidità degli oli durante lo stoccaggio e quindi prolungano 
la data di scadenza degli oli alimentari.  I tocoferoli svolgono un ruolo importante nelle 
malattie infiammatorie e dell‘invecchiamento. Svolgono attività biologica (antiossidante 
ed antiinfiammatoria) a concentrazioni di 15 mg/die o come supplemento (vitamina E, 
nelle malattie dell‘invecchiamento) a concentrazioni di 600 UI/die. 
I livelli di tocoferoli nell‘olio di oliva sono più bassi che in altri oli vegetali, come 
riportato in Tabella 3.2, e sono molto al di sotto di quelli considerati efficaci negli studi 
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clinici; tuttavia la loro assunzione con olio di oliva può contribuire all‘apporto totale di 
vitamine ed antiossidanti [24].  
Tabella 3.2: Contenuto di Tocoferoli in vari oli vegetali [22,23] 
Tipo di Olio Contenuto Tocoferoli 
(mg/100 g) 






L‘ azione che tali sostanze esplicano come antiossidanti è riportata nello schema 





I caroteni, così come i tocoferoli, agiscono direttamente sulla molecola di ossigeno, 
che eccitata in presenza di radiazioni solari sarebbe molto reattiva e predisposta alla 
produzione di radicali liberi, riportandola allo stato di ―quiete‖. 
In presenza di luce le clorofille e le feofitine hanno un effetto dannoso sugli acidi 
grassi, poiché portano l‘ossigeno allo stato di massima reattività, pronto a scatenare 
fenomeni ossidativi. In assenza di luce tale azione è inibita e i pigmenti suddetti 
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lavorano in sinergia con le sostanze polifenoliche al fine di bloccare i fenomeni 
ossidativi. 
In sinergia con i composti fenolici, svolgono un ruolo fondamentale nel mantenere 
l‘integrità delle membrane cellulari biologiche evitando la formazione di radicali liberi e 
rallentando il fenomeno dell‘ossidazione delle lipoproteine. Per cui si è ipotizzato che il 
potere antiossidante dei tocoferoli fosse responsabile della protezione nei confronti di 
alcune malattie cardiovascolari. A tal proposito dagli anni ‗80 in poi sono stati effettuati 
numerosi studi epidemiologici per valutare una potenziale correlazione tra apporto di 
vitamina E e malattie cardiovascolari. Tali ricerche, basate sulla somministrazione di 
dosi elevate di vitamina E per almeno due anni, fornite sotto forma di integratori, 
piuttosto che di alimenti ricchi di tale sostanza, hanno dimostrato la riduzione 
significativa del rischio di coronopatie [26]. Per contro, è stato dimostrato che 
integrazioni a breve termine ed a basso dosaggio di vitamina E, non hanno sortito effetti 
importanti su queste patologie [27]. In antitesi, le ricerche di intervento terapeutico 
finora completate, non hanno dato una risposta chiara: in uno studio di prevenzione 
secondaria, condotto dal gruppo italiano GISSI (Gruppo Italiano Studio Sopravvivenza 
Infarto Miocardico), la somministrazione di 300 mg giornalieri di α-tocoferolo per 3-5 
anni non ha ridotto il rischio di morte o di infarto del miocardio [28]. Nel 2000 un altro 
studio ha dimostrato come il trattamento con 268 mg giornalieri di α-tocoferolo per 1, 4 
e 5 anni non sortisca alcun effetto significativo sugli esiti clinici di pazienti ad elevato 
rischio di malattie cardiovascolari [29]; nel complesso quindi, le ricerche fin qui 
condotte, non hanno fornito prove convincenti che consentano di raccomandare 
l'integrazione di vitamina E come misura preventiva. L'attività biochimica manifestata 
da questa sostanza non sembra quindi correlabile alle sue proprietà antiossidanti ma 
piuttosto, essere legata ad effetti diretti sull'espressione genica nei confronti delle 
molecole preposte all'adesione o sull'attività di enzimi pro-infiammatori quali la 5-









Oleuropeina, idrossitirosolo, e tirosolo sono i principali componenti fenolici dell‘olio 
extravergine d‘oliva di cui sono state riportate le proprietà benefiche sulla salute umana. 
Il contenuto fenolico totale nell‘olio di oliva è compreso nel range 196-500 mg/kg; la 
concentrazione di fenoli dipende da diversi fattori fra cui le condizioni climatiche, il 
metodo di produzione dell‘olio e le condizioni di stoccaggio ed è sicuramente maggiore 
nell‘olio extravergine di oliva piuttosto che in quello raffinato. 
Alla componente polifenolica, sono attribuite importanti attività antimicrobiche, 
antiossidanti ed antinfiammatorie sia in vitro che in vivo.  
L‘attività antimicrobica di idrossitirosolo, tirosolo e oleuropeina è stata dimostrata 
verso diversi ceppi batterici implicati nelle infezioni intestinali e respiratorie [18].   
Pare che l‘azione dei fenoli sia sinergica, cioè che si abbia una maggiore efficacia 
antimicrobica del loro insieme rispetto a quella delle singole molecole. 
I polifenoli esercitano anche proprietà antiossidanti nei confronti dei radicali liberi 
responsabili dello stress ossidativo a carico di importanti molecole biologiche: 
diminuiscono il danno ossidativo al DNA che è alla base della cancerogenesi e 
modulano le lipoproteine plasmatiche (diminuizione di LDL – low-density lipoproteins 
noto anche come ―colesterolo cattivo‖ e aumento di HDL- high-density lipoproteins o 
―colesterolo buono‖) riducendo il rischio di malattie cronico-degenerative come 
l‘aterosclerosi [14]. 
Secondo alcuni studi l‘attività antiossidante dei composti fenolici, è da attribuirsi in 
misura maggiore all‘idrossitirosolo e all‘oleuropeina ed in misura minore al tirosolo 
[5,18]. 
I polifenoli svolgono la loro attività biologica a concentrazioni di circa 400 mg/die.  
 
3.5. Influenza del processo di  raffinazione sui componenti 
minori 
 
Il processo di raffinazione di olio di oliva, necessario per ottenere un olio con 
caratteristiche controllate e conforme alla normativa vigente, riduce sensibilmente il 
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contenuto dei componenti minori, quali squalene, tocoferoli e polifenoli presenti 
nell‘olio di partenza e a cui, come precedentemente esposto, vengono attribuite 
numerose proprietà benefiche e nutrizionali. In particolare squalene e tocoferoli 
vengono persi durante la fase di deodorazione, mentre i polifenoli finiscono nelle acque 
di lavaggio e scissione (dettagli su questi sottoprodotti vengono forniti nei Capitoli 4 e 
5).  
In Tabella 3.3 è riportato il contenuto indicativo di componenti nutraceutici nell‘olio 
extravergine di oliva e nell‘olio di oliva raffinato.  
 
Tabella 3.3: Contenuto indicativo di componenti nutraceutici nell‘olio extravergine di oliva e 
nell‘olio di oliva raffinato 
Componente Olio Extravergine di 
Oliva 
(mg/kg) 




Squalene 4240-4450 3400-3710 [31] 
Tocoferoli α:  36-314 
β:     1-17 
γ:  0.5-22 
α: 100-150 [7,32] 
Polifenoli 40-900 0,47 [33] 
 
 
La Tabella 3.4 riassume le concentrazioni considerate biologicamente attive di tali 
componenti, ovvero le quantità che dovrebbero essere assunte giornalmente per avere 
dei benefici.  È da tener presente per una corretta interpretazione della tabella che il 
consumo di olio al giorno è stimato essere di 20-25 g, quindi per rientrare in tali range 
sarebbe necessaria, per alcuni componenti come i tocoferoli, una quantità nell‘olio ben 
superiore a quella dell‘olio extravergine di oliva che tuttavia contribuisce per una parte 
non trascurabile all‘apporto totale di tali componenti.  
Tabella 3.4: Efficacia biologica dei componenti nutraceutici contenuti in olio di oliva 
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4. Il processo di raffinazione 
 
 Il processo di raffinazione consiste in una serie di  operazioni,  piuttosto simili 
per tutti i tipi di oli, che hanno lo scopo di rimuovere tutte quelle sostanze contenute nel 
greggio che ne alterano il sapore, l‘odore, l‘aspetto e la stabilità. 
In generale, le operazioni necessarie per arrivare al prodotto finito sono [55,56,57]: 
 
• il degommaggio: vengono eliminati i fosfolipidi (gomme); 
• la neutralizzazione: elimina l‘acidità libera; 
• il lavaggio e la disidratazione: eliminano i residui saponosi e l‘umidità residua; 
• la decolorazione: rimuove le sostanze coloranti; 
• la deodorazione: elimina le sostanze responsabili del cattivo odore e l‘acidità 
residua. 
 
Ci sono numerose raffinerie di olio vegetale che processano olio di oliva lampante 
per produrre olio di oliva raffinato che, prima di essere commercializzato, dovrà essere 
unito con olio di oliva vergine per raggiungere i requisiti minimi per essere classificato 
come olio di oliva, secondo le regolamentazioni europee (regolamento CEE, 1991) [25].  
In Figura 4.1. è riportato uno schema sintetico delle due tecnologie di raffinazione 
attualmente in uso, quella chimica e quella fisica. Sostanzialmente, la differenza fra i 
due processi risiede nella modalità di riduzione dell‘acidità libera, che nella raffinazione 
chimica avviene grazie ad una reazione di saponificazione con una soluzione di NaOH  
mentre nella raffinazione fisica avviene con uno strippaggio in corrente di vapore. 
Maggiori dettagli verranno forniti nei paragrafi successivi.  
 








Un‘operazione chiave del processo di raffinazione consiste nell‘eliminazione delle 
impurità dal greggio, soprattutto dei fosfolipidi detti anche gomme. Queste devono 
essere rimosse in una fase iniziale della raffinazione per due ragioni principali: sono 
responsabili di elevate perdite di raffinazione per le loro proprietà emulsionanti e si 
decompongono a causa della loro instabilità termica, intorbidendo l‘olio.  
I fosfolipidi possono essere idratabili o non idratabili; i primi sono più semplici da 
rimuovere dei secondi. 
I fosfatidi idratabili si trovano allo stato colloidale in ambiente anidro e con 
l‘aggiunta di acqua coagulano precipitando. Una temperatura intorno ai 60-70°C 
favorisce il processo di coagulazione. Per i fosfatidi non idratabili la sola aggiunta di 
acqua non è sufficiente alla precipitazione ed è necessaria l‘azione di un acido debole 
quale l‘acido fosforico o l‘acido citrico. Il primo forma dei precipitati di fosfato di 
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calcio e magnesio, il secondo forma dei complessi con il calcio e con il magnesio. I 
fosfolipidi acidificandosi danno origine all‘acido fosfatidico. La successiva rimozione 
può avvenire o per aggiunta di acqua che idrolizza l‘acido rendendo il fosfatide solubile 
in essa, oppure viene aggiunta una base che neutralizza l‘acido fosfatidico precipitando 




Durante la fase di neutralizzazione viene ridotto il contenuto di acidi grassi liberi 
nell‘olio. L‘acidità dell‘olio di oliva è espressa in percentuale di acido oleico ed il 
valore massimo, fissato dalla normativa vigente, per un olio di oliva raffinato è dello 
0,3%.  La formazione di FFA è dovuta a fenomeni di fermentazione enzimatici che  in 
determinate condizioni di temperatura ed umidità provocano la rottura del legame 
estereo tra glicerina e acidi grassi.  
 
4.2.1. Neutralizzazione chimica 
 
Nella neutralizzazione chimica l‘olio acido viene trattato con una soluzione acquosa 
di NaOH al 10-20%; ha quindi luogo la seguente reazione di saponificazione: 
 
                        
 
Dove R rappresenta la generica catena alifatica dell‘acido grasso. 
Il sapone (R-COONa) che si forma è insolubile nell‘olio e viene separato tramite 
mezzi fisici quali decantazione e centrifugazione. 
Tale reazione, come tutte le reazioni acido-base, è praticamente istantanea ed ha una 
costante di equilibrio molto elevata. 
La reazione è  reversibile:  
 
• in condizioni di pressione atmosferica e a basse temperature (60-70°C) è spostata 
totalmente a destra e si ha una reazione di saponificazione; 
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• in condizioni di alta pressione (30-40 atm) e alta temperatura (150-200°C) è, 
invece, spostata a sinistra e diventa una reazione di idrolisi. 
 
Nella pratica la reazione di neutralizzazione viene condotta in un reattore agitato a 
temperature di 65-85 °C e a pressione atmosferica.  
La quantità di NaOH utilizzata, dipendente dell‘acidità libera dell‘olio, è un 
parametro molto importante: gli acidi grassi liberi si comportano da agenti 
antiemulsionanti per il sistema acqua-olio, una loro rimozione troppo spinta, causata da 
un eccesso di base, porta all‘emulsione tra la fase oleosa e la fase saponosa (polare), 
causando perdite di olio eccessive nella fase di separazione a valle della reazione. Per 
evitare questo inconveniente normalmente si lavora con una quantità di base 
stechiometrica.  
 
4.2.2. Neutralizzazione fisica 
 
La neutralizzazione fisica costituisce una valida alternativa alla neutralizzazione 
chimica poiché comporta minori perdite di olio neutro ed elimina la produzione di paste 
saponose da trattare a valle del processo di neutralizzazione. 
La neutralizzazione fisica consiste nel separare gli acidi grassi liberi presenti 
nell‘olio mediante una distillazione in corrente di vapore sotto vuoto spinto (1,6-3 mbar) 
e a temperature intorno ai 200°C: il vapore è introdotto nel sistema per abbassare i punti 
di ebollizione degli acidi grassi (strippaggio). Il tempo di permanenza nella colonna di 
deacidificazione è di circa 15 minuti. 
I parametri critici della neutralizzazione fisica risultano essere: 
 
• Temperatura: aumentando la temperatura, la quantità di acidi rimossa (potere 
neutralizzante) aumenta ma aumentano inevitabilmente anche le cinetiche 
chimiche di degradazione (cracking, idrolisi, trans-esterificazione ecc.) e quindi 
si hanno maggiori perdite di olio. 
• Pressione: un aumento del grado di vuoto facilita la rimozione dei componenti 
volatili, è possibile così ridurre la temperatura di esercizio e le problematiche 
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processuali dovute alle innumerevoli reazioni di degradazione. Per contro, 
l‘aumento del grado di vuoto comporta spese energetiche elevate (energia 
elettrica per pompe a vuoto o vapore per eiettori) e quindi si cerca sempre di 
trovare un compromesso tra qualità del prodotto e costi di gestione del processo. 
• Tempo di permanenza in colonna: Un aumento del tempo di residenza ha gli 
stessi effetti dell‘aumento di temperatura poiché le reazioni di degradazione 
dell‘olio hanno più tempo per giungere a compimento.  
 
La neutralizzazione fisica è una tecnica da adottare nei casi di acidità non elevata 
dell‘olio di partenza (massimo 3-4%) poiché all‘aumentare del potere neutralizzante si 
possono verificare numerose problematiche: la presenza di impurità, trattate ad alta 
temperatura, può innescare reazioni chimiche non controllabili, con la formazionedi 
sottoprodotti indesiderati. Inoltre si possono avere polimerizzazioni in grado di generare 
solidi che possono diminuire l‘efficienza dell‘impianto o addirittura andare ad ostruire il 
riempimento strutturato della colonna di distillazione. Infine, la neutralizzazione fisica, 
oltre agli acidi grassi, elimina tutte le molecole con punto di ebollizione più basso, come 
alcoli, idrocarburi, vitamine liposolubili. Alcuni di questi componenti sono 
indesiderabili, mentre altri sono sostanze con alto valore nutrizionale. 
Per oli aventi un grado di acidità superiore al 4-5% si può ricorrere alla 
neutralizzazione combinata chimico-fisica in cui si opera in due stadi: si può eliminare 
buona parte dell‘acidità con un primo trattamento di neutralizzazione chimica e poi si 
può concludere la neutralizzazione con la distillazione fisica. 
 
4.3.  Lavaggio e disidratazione 
 
La fase di lavaggio permette di eliminare il contenuto residuo di paste saponose che, 
per un olio neutralizzato chimicamente, ammonta a circa 200-500 ppm. Questi residui 
sono ricchi di base non reagita e la loro rimozione è importante per vari motivi: per 
conservare le proprietà organolettiche dell‘olio, per ridurre i rischi di degradazione dei 
trigliceridi base-catalizzata, per evitare un avvelenamento delle terre di decolorazione, 
per migliorare la filtrabilità dell‘olio nella fase successiva di decolorazione. Il lavaggio 
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avviene con acqua e acido citrico, il quale aiuta la separazione dei saponi residui senza 
incidere sul grado di acidità dell‘olio. Da un punto 
di vista chimico, la fase di lavaggio deve consentire una miscelazione completa tra 
l‘acqua aggiunta e i saponi presenti nell‘olio, sotto forma di gocce di piccole dimensioni. 
I parametri che governano la fase di lavaggio, sono: la miscelazione, la temperatura, e la 
quantità di acqua da utilizzare. L‘operazione di lavaggio ha luogo generalmente in un 
reattore miscelato, a pressione ambiente e ad una temperatura intorno ai 90°C. 
Dopo il lavaggio è necessario rimuovere l‘umidità residua (circa lo 0,3-0,5%) 
riscaldando blandamente (90 °C) sottovuoto (45 mbar) tramite un processo chiamato 
disidratazione o essiccamento. In una prima fase di vuoto l‘olio perde rapidamente tutta 
l‘aria disciolta, che viene allontanata velocemente in quanto le bolle di gas sono 
sufficientemente grandi da muoversi verso l‘alto. In questa fase l‘aria che si allontana 
trascina con sé anche una parte dell‘acqua. Dopo questa fase di disareazione, l‘olio 
perde acqua molto più lentamente; tuttavia, a questo punto l‘allontanamento di acqua 
può già avere raggiunto condizioni soddisfacenti. Nel caso non sia stata raggiunta una 
disidratazione adeguata, sarà necessario miscelare l‘olio, in modo da portare alla 
superficie le bolle di gas.  
 
4.4.  Decolorazione 
 
La decolorazione ha lo scopo di eliminare i pigmenti colorati dall‘olio neutro come le 
clorofille (verdi) e i carotenoidi (arancioni) oltre che a rimuovere tracce di saponi, 
metalli (ferro e rame) e fosfolipidi residui. La decolorazione, quindi, oltre che a 
rimuovere i pigmenti colorati dell‘olio funge da trattamento cuscinetto laddove un 
processo di lavorazione precedente non sia stato effettuato nel migliore dei modi. Il 
procedimento più usato per la decolorazione di un olio vegetale è quello che si basa sul 
fenomeno fisico dell‘adsorbimento. L‘olio è messo a contatto con opportune sostanze in 
grado di adsorbire i pigmenti presenti. Gli agenti decoloranti generalmente utilizzati 
nell‘industria olearia sono: terre decoloranti naturali, terre decoloranti 
attive e infine carboni attivi. Le terre decoloranti naturali sono argille plastiche 
comuni che possiedono un potere decolorante naturale. 
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In generale, sono semplicemente essiccate e macinate finemente per offrire una 
migliore superficie di contatto. Sono poco attive e non attivabili con acidi ma attivabili 
con vapore. Il loro impiego è limitato ad oli di facile decolorazione. Le terre decoloranti 
attive sono anche esse argille plastiche e non posseggono alcuna attività decolorante 
allo stato naturale. Esse devono essere attivate per via chimica con l‘utilizzo di acidi 
forti (acido solforico o cloridrico), che trasformano i silicati in silice colloidale la quale 
possiede un forte potere adsorbente. Le terre decoloranti attive sono acide perciò in 
seguito al loro utilizzo si riscontra nell‘olio un aumento dell‘acidità, inoltre, facilitano 
l‘isomerizzazione degli acidi grassi dalla forma cis a quella trans che ha diverse 
proprietà chimico-fisiche. Questo costituisce un inconveniente nell‘uso delle terre 
decoloranti. Per ridurre l‘impiego di terre decoloranti viene aggiunta dell‘acqua che 
migliora il contatto terre-olio rendendo l‘adsorbimento più efficiente. 
I carboni attivi devono la loro azione decolorante all‘enorme superficie di cui 
dispongono e ai fenomeni di adsorbimento che si sviluppano su di essa. La loro 
attivazione viene fatta mediante acidi ossigenati poco volatili come il fosforico. In 
genere i carboni attivi non si usano da soli nella decolorazione degli oli, ma in miscela 
con le terre decoloranti; solitamente si usano miscele di questi due componenti con il 5-
10% di carboni attivi e il restante di terre decoloranti. Sono ideali per rimuovere gli 
idrocarburi policiclici aromatici (per esempio il benzopirene) dagli oli. Per realizzare il 
trattamento di decolorazione è necessario un reattore miscelato dove viene assicurato 
l‘intimo contatto tra l‘olio e la miscela di terre decoloranti e carbone attivo. Le terre 
possono essere mescolate con l‘olio da decolorare sia prima che dopo l‘ingresso nel 
reattore. Questa operazione viene effettuata a temperature di circa 60-90°C [25]. A 
queste temperature si può verificare un intorbidimento dell‘olio dovuto alla sua 
ossidazione, quindi si preferisce operare sottovuoto per ridurre il fenomeno (50-200 
mbar [25]). Un altro parametro importante è il tempo di stazionamento nel miscelatore 
che deve essere il risultato del compromesso tra azione decolorante ed effetti 
indesiderati, tale tempo è stimato intorno ai 20 min. L‘olio decolorato deve essere 
successivamente filtrato per rimuovere le terre esauste e restituire l‘olio decolorato.  
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4.5.  Deodorazione 
 
La deodorazione consiste in uno strippaggio dell‘olio con vapore, in condizioni di 
vuoto spinto ed alte temperature, per eliminare dal prodotto i componenti indesiderati 
che possono conferire sapori e odori sgradevoli, più leggeri dei trigliceridi (FFA, 
pesticidi, IPA). Tuttavia, in questa fase vengono rimossi in parte, anche componenti 
altamente desiderati nell‘olio di oliva come tocoferoli e squalene.  
La deodorazione avviene a temperature di 180-200 °C e a pressioni di 1-2 mbar [25]. 
Le elevate temperature raggiunte in questa fase possono provocare reazioni indesiderate 
di degradazione ossidativa, di polimerizzazione e di isomerizzazione cis-trans: i 
parametri di processo (temperatura, pressione e tempo di residenza nel deodoratore) 
devono dunque essere scelti accuratamente per massimizzare la rimozione degli 
inquinanti e minimizzare gli effetti indesiderati.  
Nella pratica industriale, il tempo di permanenza dell‘olio nella colonna di 
deodorazione è dell‘ordine delle tre ore.   
Le apparecchiature maggiormente utilizzate per la deodorazione sono colonne a 
camere continue, a camere discontinue, a riempimento strutturale e colonne di 
distillazione vere e proprie. Una tecnologia molto diffusa è la colonna di deodorazione a 
camere con integrazione per il recupero termico (Figura 4.2). 
Questa è composta da più camere e l‘olio preriscaldato è immesso nella prima 
camera in cima alla colonna per poi cadere per gravità nelle camere successive. In ogni 
comparto è insufflato vapore di strippaggio a bassa pressione attraverso delle pompe 
dette mammouth (Figura 4.3) che favoriscono il miscelamento olio-vapore aumentando 
la turbolenza. Ogni pompa è circondata da serpentini attraversati da vapore ad alta 
pressione per mantenere in ogni camera la temperatura di processo desiderata. I 
composti organici volatili liberati dalla fase oleosa vengono allontanati dalla testa del 
deodoratore grazie all‘aspirazione del gruppo vuoto e la gran parte di essi è condensata 
in uno scrubber. L‘olio raffinato in uscita dalla colonna di deodorazione viene usato per 
preriscaldare l‘alimentazione e dopo un ulteriore raffreddamento a 25 °C può essere 
imbottigliato. 










Figura 4.3: Pompe mammouth 
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4.6. Sottoprodotti di raffinazione 
 
4.6.1. Paste saponose ed oleine di raffinazione 
 
La frazione saponosa, nota internazionalmente come soapstock, che si raccoglie dopo 
lo step di neutralizzazione chimica, viene decomposta con acido solforico, fosforico o 
cloridrico dando origine agli oli acidi da raffinazione chimica, indicati anche con il 
nome di oleine di raffinazione (schema riportato in Figura 4.4).  
Gli oli acidi sono costituiti principalmente da acidi grassi liberi e olio neutro. La 
proporzione fra FFA e olio dipende dall'efficienza e dalla tecnologia usata per la 
raffinazione dell'olio ma anche dal contenuto iniziale di FFA nell'olio crudo [25]. 
L‘acidità varia tra il 50 e il 95% circa, espressa come acido oleico, in base al 
procedimento industriale di neutralizzazione applicato. In Italia sono denominate oleine, 
secondo le disposizioni fiscali, i suddetti oli acidi che abbiano un'acidità non inferiore a 
50 e non superiore a 85%; oltre tale limite essi sono considerati ―acidi grassi‖. Il tenore 
di acidità più frequente delle oleine è compreso attualmente tra 65 e 75%.  Le oleine di 
oliva, sono generalmente liquide a temperatura ambiente, al contrario di quelle ottenute 
dai grassi consistenti (sego, olio di palma, strutto). Una classificazione più spinta ed una 
specificazione maggiore delle loro caratteristiche chimiche e fisiche non è possibile, 
data la grande variabilità di circostanze legate al loro recupero industriale [34].  
A causa della loro composizione gli oli acidi non possono essere usati così come 
sono, ma devono essere precedentemente trasformati in un prodotto più standard quindi 
generalmente vengono avviati ad industrie di rielaborazione le quali, mediante scissione 
idrolitica in autoclave, li trasformano in una miscela di acidi grassi e in acque 
glicerinose da cui si può ricavare la glicerina a basso costo. 
La miscela cruda di diversi acidi grassi, avente la stessa composizione dell'olio di 
oliva deve essere successivamente purificata attraverso distillazione sottovuoto, per 
rimuovere la frazione insaponificabile e il colore. Durante questa operazione unitaria è 
anche possibile rimuovere, ―tagliando la testa del distillato‖, la maggior parte di acido 
palmitico che, a causa del suo alto punto di fusione, riduce lo scenario delle possibili 
applicazioni per questi acidi grassi. 
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Una volta ottenuta, la miscela di acidi grassi di olio di oliva distillata può trovare 
spazio per un'ampia varietà di applicazioni [25], quali: 
 
• preparazione di saponette di alta qualità (contenenti anche acido palmitico); 
• preparazione di esteri per applicazioni tecniche con interessanti proprietà di 
viscosità, resistenza all'ossidazione e buon comportamento a freddo; 
• uso nell'alimentazione animale; 
• produzione di acido azelaico e acido pelargonico attraverso il processo Emery; 




Figura 4.4: Schema del trattamento che subiscono le paste saponose in uscita dallo step di 
neutralizzazione chimica 
 
4.6.2. Acque di lavaggio e scissione  
 
L‘acidificazione delle paste saponose provoca la formazione di due fasi: la fase 
grassa (oleine), contenente gli acidi grassi, i trigliceridi residui e tutte le altre sostanze 
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separate per decantazione. L‘acqua di scissione contiene un eccesso di acido e deve 
essere neutralizzata con soda caustica. Il liquido neutralizzato risultante, 
prevalentemente una soluzione di solfato di sodio, passa alla fase di depurazione.  
 
Dopo la separazione delle paste saponose dall‘olio neutro, questo dev‘essere lavato 
per eliminare i saponi residui e la soda non reagita. Come visto nel capitolo precedente, 
l‘operazione avviene miscelando olio ed acqua, dopodiché le due fasi vengono separate 
per centrifugazione. L‘acqua di lavaggio è talvolta indicata anche come ―acqua 
saponosa‖ e generalmente viene unita alle paste saponose ed inviata al trattamento di 
acidificazione.   
 
Nelle acque di lavaggio e scissione provenienti dalla raffinazione di olio di oliva è 
possibile individuare la presenza di polifenoli idrosolubili, che già in buona parte 
vengono persi nelle acque di frangitura.  
 
4.6.3.  Distillato di deodorazione 
 
Il distillato di deodorazione è un sottoprodotto che ha origine dalla distillazione in 
corrente di vapore di olio vegetale.  A temperatura ambiente ha una consistenza 
melmosa. Gli usi che se ne  possono fare  e il suo valore dipendono fortemente dalla 
composizione. Il distillato di deodorazione è una miscela complessa di tocoferoli, steroli, 
esteri, gliceridi, idrocarburi ed altri componenti contenuti in una quantità significativa di 
acidi grassi. La qualità e la composizione  del distillato dipendono dal tipo di olio 
raffinato e dalle condizioni operative della deodorazione, come visto nel Capitolo 4.  
Il distillato di deodorazione di olio di oliva (OODD – Olive Oil Deodorization 
Distillate) è commercialmente molto interessante in virtù del suo contenuto di Squalene 
che varia all‘incirca dal 10 al 30% [35].  Il valore dei distillati di oli vegetali può 
raggiungere 1,45 $/kg [36] ma le quantità prodotte durante la raffinazione sono ridotte, 
si parla dello 0,1-0,2% dell‘olio di oliva di  partenza e talvolta viene unito alle oleine, 
così che il suo valore di mercato diminuisce (0,3-0,5 $/kg [35]).   
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4.6.4. Terre decoloranti esauste 
 
Questo sottoprodotto solido viene generato durante la fase di decolorazione e 
contiene percentuali di olio significative (20-50%). Le terre decoloranti esauste (EBE- 
exhausted bleaching earth) sono una fonte potenziale di olio, che tuttavia attualmente è 
considerato inadatto per applicazioni in campo alimentare per varie ragioni che vanno 
dalla concentrazione di prodotti ossidati alla possibile presenza di contaminanti 
ambientali, quindi il valore di quest‘olio, è senz‘altro ben diverso da quello dell‘olio 
crudo. Tuttavia l‘olio contenuto in queste terre rappresenta un problema [25]:  
 
• il forte odore di questo residuo, che peggiora di giorno in giorno, a causa dell‘ 
ossidazione dell'olio 
• lo stesso processo di ossidazione dell'olio distribuito in una superficie 
specifica molto elevata in contatto con l'aria, potrebbe rappresentare un forte 
pericolo di incendio tanto che lo stoccaggio di  EBE e lo smaltimento devono 
avvenire in modo tale da evitare questo rischio. 
 
Le soluzioni tecnologiche per recuperare l‘olio sono varie ma quella usata più 
frequentemente è l‘estrazione con esano e l‘olio ottenuto è esclusivamente impiegato a 
scopo tecnico. In ogni caso, attualmente il destino più frequente delle EBE è lo 
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5. Stato dell’arte delle tecnologie di separazione di 
componenti nutraceutici 
 
Nella letteratura scientifica è possibile individuare numerosi studi sul recupero di 
componenti minori dai distillati di deodorazione degli oli vegetali, questi sottoprodotti 
del processo di raffinazione sono quelli di maggior valore in virtù del loro contenuto di 
insaponificabili che se estratti a basso costo possono trovare impiego in campo 
farmaceutico, cosmetico e alimentare. In questo capitolo vengono riportati alcuni degli 
studi relativi ai distillati vegetali di varia origine in modo da fornire una panoramica 
delle tecnologie di separazione, tenendo in considerazione che a seconda del distillato 
considerato e della sua composizione caratteristica l‘estrazione di determinati 
componenti può essere più o meno facile e più o meno interessante. Ad esempio i 
distillati di oli di semi (soia e arachide) si distinguono per il contenuto non trascurabile 
in tocoferoli mentre quello di oliva come emerso più volte anche negli altri capitoli si 
distingue per la quantità di squalene.  
 
Le tecniche di estrazione dai distillati di deodorazione individuate dai vari articoli 
scientifici esaminati per isolare i componenti nutraceutici di interesse risultano essere: 
 
• estrazione con fluidi supercritici (Supercritical Fluid Extraction - SFE); 
• estrazione con solvente; 
• distillazione molecolare o distillazione short-path. 
 
5.1. Estrazione con CO2 supercritica 
 
L'estrazione con anidride carbonica supercritica (SC-CO2) è un processo dove il 
diossido di carbonio passa attraverso la miscela di interesse ad una determinata 
temperatura e pressione catturando dei componenti. 
Questo processo è usato perché l'anidride carbonica supercritica ha una bassa 
viscosità, un'alta diffusività e una bassa tensione superficiale che permette un'estrazione 
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selettiva, frazionamento e purificazione, consentendo la sua penetrazione in materiali 
micro- e macro-porosi. Il maggior vantaggio di questo metodo è la facilità dopo la 
reazione di separare i componenti depressurizzando. Un altro vantaggio è la bassa 
temperatura usata nella maggior parte delle sperimentazioni poiché il diossido di 
carbonio ha una temperatura critica di 31.1 °C.  
Un aspetto, non secondario, che può far propendere per l‘adozione di questo 
processo è quello ecologico, in quanto la CO2-SC è inerte, non tossica, altamente 
volatile e poco costosa; tuttavia l'uso di alte pressioni rende il sistema energicamente 
esigente.  
 
P.Bondioli et al. [35], hanno sviluppato un processo di estrazione con SC-CO2 per 
ottenere squalene in elevata resa e purezza dal distillato di deodorazione di olio di oliva. 
Nella Tabella 5.1 è riportata la composizione del distillato di deodorazione di olio di 
oliva usato nello studio. 
 
Tabella 5.1: Composizione (% in peso) del distillato di deodorazione usato in [35] 
Acidi grassi liberi 34,20% 
Idrocarburi 31,5% (28% squalene) 
Esteri di acidi grassi (metilici ed etilici) 24,10% 
Steroli 4,60% 
Altro (gliceridi, tocoferoli, ecc.) 5,60% 
 
Partendo dalla considerazione che lo squalene non può essere separato direttamente 
dalle altre due classi di composti principali (FFA ed esteri) che costituiscono l‘OODD 
per la solubilità simile che questi composti presentano in SC-CO2, mentre è possibile 
separarlo dai trigliceridi; in questo studio è stato messo a punto uno step preliminare in 
cui gli acidi grassi liberi ed esterificati sono stati trasformati nei corrispondenti 
trigliceridi. 
Dunque, dapprima il distillato di deodorazione è stato completamente saponificato 
per eliminare gli acidi grassi esterificati; gli acidi grassi liberi sono stati isolati 
acidificando i saponi, e la miscela di reazione, contenente tutti i componenti, è stata 
esterificata con glicerolo e in presenza di un catalizzatore acido. Dopo attenti studi il 
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catalizzatore acido scelto, in quanto non influente sulla struttura dello squalene, è stato 
lo zinco in polvere. 
Negli esperimenti sono stati studiati gli effetti della temperatura e della pressione 
sull'efficienza di estrazione. Il rapporto kg CO2/kg campione è stato assunto uguale a 30 
per considerazioni di carattere economico; infatti gli autori hanno verificato che 
aumentando questo rapporto aumentano i costi, ma non si hanno miglioramenti evidenti 
sui risultati. 
Le condizioni operative ottimali sono risultate essere una pressione di 150 bar e una 
temperatura di 40°C, corrispondenti alla più alta purezza di squalene estratto (83,7%) e 
alla più alta resa di estrazione (83,7%). 
Sono stati investigati anche gli effetti dell'adozione di un profilo di temperatura nella 
colonna di estrazione mantenendo costante la pressione di 150 bar. I risultati migliori 
sono stati ottenuti per il profilo 50:40:30°C. 
In Tabella 5.2 è riportato un riassunto dei risultati migliori ottenuti in questo studio. 
 















150 40 28 83,7 6,3 83,7 
150 50:40:30 28,3 90 3,5 91,1 
 
Un altro articolo che parla del recupero di squalene dal distillato di deodorazione di 
olio di oliva usando anidride carbonica supercritica è stato pubblicato da Akgun [37]. In 
un‘analisi preliminare l'autore è giunto alle stesse conclusioni di Bondioli [35] 
dimostrando che l'estrazione di squalene agendo direttamente sul distillato ―crudo‖ non 
porta ai risultati desiderati, ovvero nell'estratto risultano presenti anche gli acidi grassi 
liberi. 
Anche in questo caso quindi si parla di una strategia in due stadi, dove nel primo gli 
FFA vengono esterificati per produrre FAME (Fatty Acid Methyl Esters) e dopo la 
miscela di FAME e squalene viene separata con SC-CO2. 
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La reazione di esterificazione è stata condotta con metanolo supercritico e in assenza 
di un catalizzatore; attraverso l'uso di un modello statistico le variabili più influenti sulla 
conversione di FFA in FAME sono risultate essere la temperatura e il rapporto 
volumetrico metanolo/OODD; i loro valori ottimali sono risultati 360,4°C e 1. 
In Tabella 5.3 è riportata la composizione del distillato di deodorazione prima e 
dopo lo step di esterificazione. 
 
Tabella 5.3: Composizione OODD nello studio (% in peso) [37]. 
 
Distillato di deodorazione  
di olio di oliva 
Distillato di deodorazione  
di olio di oliva esterificato 
FFA 49,39 0,98 
Insaponificabili 41,55 41,55 
                       di cui, Squalene 58,02 58,02 
FAME - 66 
 
 
Anche nel caso dello step di estrazione con SC-CO2 l'autore ha usato un modello 
statistico da cui è emerso che le variabili che hanno più influenza sulla concentrazione 
di squalene sono la pressione e la temperatura. I valori ottimali riportati nello studio 
sono 104,8 bar e 52,05 °C. Il tempo di estrazione che non influisce sulla concentrazione, 
perché sufficiente, è stato fissato a 180 min. Lo squalene è concentrato nel raffinato 
dove il contenuto arriva fino al 75%, l'estratto invece ha un contenuto di FAME del 
96%. 
 
Altri autori ([42], [43], [44]) hanno indagato sulla possibilità di usare la tecnica di 
estrazione con CO2 supercritica per separare anche altri componenti dai distillati di 
deodorazione vegetali di altra origine come per esempio i tocoferoli.  
 
Nella Tabella 5.4 è riportato un riassunto di alcuni studi riguardanti l‘estrazione di 
componenti minori da sorgenti naturali per estrazione con SC-CO2. 
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(1) Trasformazione degli acidi grassi liberi 
ed esterificati nei corrispondenti 
trigliceridi 







(a) Estratto con 83.7% Squalene 
Resa di estrazione 83.7 % 
 
(b) Estratto con 90% Squalene 
Resa di estrazione 91.1% 
 




(1) Esterificazione in MeOH supercritico 
(2) Estrazione di Squalene con SC-CO2 
T=52.05 °C 
P=104.8 bar 
Tempo di estrazione 180 min 
 






olio di oliva 
Colonna controcorrente isoterma, senza 
riflusso, a T=343 K, P=150-230 bar, 
rapporto solvente:alimentazione=13:1; è 





(1) Estrazione con SC-CO2 con e senza il 
cosolvente EtOH (2% o 5%) 
(a) Senza cosolvente  
P=15 MPa 
Resa estratto 1,37 % 
(b) 5% cosolvente (EtOH) 
P=55 MPa 
Resa estratto: 5,12% 
Squalene nell‘ estratto: 21,1% 
Resa tocoferoli: 317,3 mg/kg 
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Palm fatty acid 
distillate 
Estrazione con SC-CO2 
Estrattore da 50 mL 
Estrazione a 3mL/min per 90 minu 
P=200 bar 
T=40°C 




olio di soia 
Estrazione con SC-CO2 di tocoferoli, 
squalene e steroli. 
P=31 MPa 
T= 90°C (top) – 70°C (bottom) 
Recupero tocoferoli 83.6% 
[44] 
 
5.2. Estrazione con solvente 
 
L‘estrazione con solvente è indicata come il processo più efficiente per recuperare 
squalene dai distillati di deodorazione di oli vegetali; infatti lo squalene in virtù della 
sua non-polarità può essere estratto utilizzando un solvente organico come l‘esano. 
Tuttavia, questo metodo è limitato ad applicazioni di laboratorio per aspetti economici e 
di sicurezza (problemi di tossicità e infiammabilità) [45]. 
In aggiunta non è facile reperire in letteratura informazioni circa l‘efficacia di questa 
tecnologia per il recupero dei tocoferoli simultaneamente a quello dello squalene. 
In Tabella 5.5 è riportato un riassunto degli studi esaminati che utilizzano 
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Descrizione Risultato Rif. 
OODD 
1) Saponificazione preferibilmente con NaOH  
in un mezzo costituito da uno o due dei 
solventi  che una volta terminata la 
saponificazione vanno ad intervenire 
nell‘estrazione. 
2) Estrazione in tre solventi: acqua, alcol 
(etanolo, propanolo o isopropanolo), 
solvente apolare o relativamente apolare 
(esano, toluene, pencloroetilene o 
tetracloroetilene). 
3) Allontanamento del solvente tramite 








e di olio di 
soia (SODD) 
Estrazione in Soxhlet per separare SODD in 
due frazioni basandosi sulla differenza di 
polarità dei composti costituenti. Una frazione 
è ricca in esteri degli acidi grassi e in squalene, 
mentre l‘altra frazione è ricca in tocoferoli, 
fitosteroli liberi, acidi grassi liberi e 
acilgliceroli. La fase non polare (la prima 
frazione) si estrae con esano mentre quella 
polare (la seconda frazione) si estrae con 
acetato di etile, Si usa poi una colonna da 
cromatografia in gel di silice per purificare lo 







5.3. Distillazione molecolare 
 
La distillazione molecolare detta anche distillazione short path, ovvero ―a breve 
tragitto‖, è una tecnica di separazione termica in cui si opera in condizioni di vuoto 
spinto (0,01 mbar o inferiori). La tecnica del vuoto applicata alla distillazione è 
certamente in uso da molti decenni, la variazione delle due variabili principali, 
temperatura e pressione, permette di distillare una enorme quantità di miscele con 
enormi spazi applicativi. Esistono però composti organici di medio ed alto peso 
molecolare che, nelle normali condizioni di distillazione sotto vuoto, obbligano ad 
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elevare le temperature oltre la soglia di labilità dei prodotti stessi, con conseguenti 
fenomeni di degradazione.  
In condizioni di vuoto elevato i fluidi sono in regime molecolare, ed il cammino 
libero medio è comparabile alle dimensioni dell‘apparecchiatura. 
Nella distillazione molecolare dunque, la separazione è legata ai diversi cammini 
liberi medi delle sostanze: la distanza fra superficie riscaldante e condensante è inferiore 
al cammino libero della molecola più leggera, ma più grande di quello della molecola 
più pesante (Figura 5.1). Dunque, le molecole leggere che lasciano la superfice calda 
raggiungono quella fredda e condensano. L'equilibrio dinamico viene così interrotto, e 
le molecole leggere vengono continuamente rilasciate dalla fase liquida. Al contrario, le 
molecole pesanti non vengono rilasciate e tornano nella fase liquida [48].  
 
 
Figura 5.1: Rappresentazione schematica  della distillazione molecolare [48] 
 
In Figura 5.2 è riportato lo schema di un tipico distillatore molecolare, costituito da 
un corpo cilindrico con dentro una camicia riscaldante, un rotore e un condensatore 
posto generalmente ad una distanza di 2-3 cm dalla superficie riscaldante. Sulla 
superficie del rotore vengono montate delle spazzole tipo tergicristallo che creano, a 
contatto con la superficie evaporante, un film sottile di prodotto agitato meccanicamente. 
I vapori che si formano raggiungono attraverso la via più breve e praticamente senza 
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cadute di pressione il condensatore e il liquido scende lungo i tubi. La porzione non 
volatile raggiunge la parte bassa dell‘evaporatore e viene raccolto dall‘apposita uscita. I 
vapori residui e gli incondensabili vengono tirati via dal sistema del vuoto. 
 
 
Figura 5.2: Sezione longitudinale di un evaporatore short path 
 
La distillazione molecolare è stata investigata dall‘Istituto de la Grasa (CSIC) per il 
recupero di tutti i componenti minori e preziosi dell‘olio di oliva (Spanish proyect AGL 
2000-0420-P4-02) [49]. 
 
Jiang et al. [50] hanno usato il processo di distillazione molecolare per recuperare i 
tocoferoli e gli esteri metilici di acidi grassi (FAME) dal distillato di deodorazione di 
olio di colza; la distillazione è stata fatta dopo uno step preliminare di esterificazione 
degli acidi grassi liberi (FFA) e dopo la cristallizzazione degli steroli. 
In Tabella 5.6 è riportata la composizione del distillato di deodorazione usato nello 
studio. 
 






Tabella 5.6: Composizione del distillato di deodorazione utilizzato nello studio [50]. 
Componente Contenuto % 
Steroli 14,14 
• Campesterolo 3,52 
• β-Sitosterolo 6,42 
• Stigmasterolo 4,2 
Tocoferoli 4,14 
• α-Tocoferolo 0,98 
• γ-Tocoferolo 2,05 
• δ-Tocoferolo 1,11 
Acid value = 80,70 mgKOH/g 




La metilazione di FFA nel distillato di deodorazione è stata condotta a 65°C in 
presenza di acido solforico con un rapporto metanolo/distillato di deodorazione pari a 
100/100 (ml/g) e un rapporto acido solforico/distillato di deodorazione pari a 4/100 
(ml/g). 
La cristallizzazione degli steroli condotta in un singolo stadio batch ha consentito un 
recupero di essi maggiore dell'85%. 
Il distillato di deodorazione dopo aver subito esterificazione e cristallizzazione è 
stato sottoposto a distillazione molecolare in un distillatore a film turbolento il cui 
schema è riportato in Figura 5.3. 
 
 




Figura 5.3: Diagramma schematico del distillatore molecolare usato nello studio di Jiang et al. 
[50] 
 
Sono state raccolte le tre seguenti frazioni, a diverse condizioni operative: 
 
Frazione Temperatura (°C) Pressione (Pa) Contenuto 
1° 50 2,66 Idrocarburi, chetoni, aldeidi 
2° 100-110 5,32 FAME 
3° 200-230 2,66 Tocoferoli 
 
 
Il contenuto di FAME nel secondo distillato è risultato essere maggiore del 90%; il 
contenuto di tocoferoli nell'ultima frazione raccolta è risultato essere del 35%. 
Nello studio sono stati analizzati vari parametri influenti sul recupero di FAME e 
tocoferoli; tuttavia quello più importante è risultato essere la temperatura di 
evaporazione. 
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Martins et al.[51] hanno sperimentato l‘uso della distillazione molecolare per 
separare i tocoferoli contenuti nel distillato di deodorazione di olio di soia (SODD) 
dagli acidi grassi liberi (FFA). Il materiale di partenza è uno dei distillati con maggior 
contenuto di tocoferoli ed acidi grassi (circa 8.97% tocoferoli totali; 57.80% acidi grassi 
liberi). A differenza di altri studi, in questo la distillazione molecolare viene utilizzata 
senza fasi preliminari di modificazione degli FFA.  
La distillazione è stata effettuata usando un distillatore molecolare  da laboratorio a 
film turbolento del tipo KDL 5, GmbH UIC (Alzenau, Germania), realizzato 
prevalentemente in vetro e dotato di una camicia riscaldante in cui viene fatto circolare 
olio caldo. Il sistema a vuoto include una pompa a diffusione e una pompa meccanica. 
L‘area superficiale dell‘evaporatore è di 0.048 m2 e l‘area superficiale del condensatore 
interno è di 0.065 m
2. La velocità delle spazzole dentro all‘evaporatore è stata fissata a 
350 rpm. 
L‘intento del lavoro è stato quello di condurre la distillazione molecolare in varie 
condizioni di temperatura (range 100-180°C) e di flusso (range 1.5-23 g/min) per 
determinare le condizioni operative migliori per produrre un materiale con il minimo 
contenuto di FFA e per minimizzare le perdite di tocoferolo durante il processo.  
Visti i pesi molecolari (180 g/mol FFA; 415 g/mol Tocoferoli) e le tensioni di vapore 
a 200°C (533.28 Pa FFA; 20 Pa Tocoferoli) la distillazione molecolare, come previsto, 
ha portato ad avere un residuo arricchito in tocoferoli e un distillato costituito da FFA.  
Fissata una pressione di 10
-6
 bar; una temperatura del distillato in alimentazione di 
50°C, una temperatura del condensatore di 60°C, una velocità di rotazione di 350 rpm e 
variando invece temperatura di evaporazione e flusso; il risultato migliore è stato 
ottenuto a 160°C e con una portata in alimentazione di 10.4 g/min. Per queste 
condizioni è stato ottenuto un residuo contenente il 18,3% di tocoferoli e il 6,4% di 
FFA, che si traduce in un allontanamento del 96.16% degli acidi grassi liberi e in un 
recupero dell‘81.2% dei tocoferoli; dove per ―recupero‖ si intende il rapporto 
percentuale fra quantità di interesse nel residuo e quantità di interesse nel distillato di 
partenza.  
 
Posada et al. [52] hanno usato la distillazione molecolare per estrarre i tocotrienoli 
ed altri componenti minori (α-tocoferolo, steroli, squalene)  dal distillato di 
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deodorazione di olio di palma (Composizione: 1.03% Squalene, 0.50% Vitamina-E, 
0.24% Steroli, 90.3% FFA, 7.33% Gliceridi, 0.88% Altro).  
Come distillatore molecolare è stato usato un KDL5 Laboratory Short Path 
Distillation System, un evaporatore a film cadente capace di trattare portate da 0.4 a 1 
kg/h. Questo evaporatore è realizzato in vetro borosilicato, è riscaldato con una camicia 
in cui circola olio caldo ed internamente ha un condensatore in vetro per il 
raffreddamento con acqua. La superfici di evaporazione e di condensazione sono 
rispettivamente di 0.043 m
2
 e 0.022 m
2
 e fra di esse c‘è una distanza di 1.25 cm. Per 
l‘alimentazione è previsto un recipiente graduato riscaldato con una camicia in cui 
circola acqua calda. Il sistema di scarico consiste in due colli a cui sono attaccati due 
palloni da 0.5 L che ricevono il residuo e il distillato, ciascun pallone ha una valvola di 
sfiato. Il sistema di vuoto è costituito da una pompa rotativa ed una a diffusione. 
La pressione è stata misurata elettricamente con un sensore di vuoto Pirani mentre  
la temperatura di evaporazione è stata misurata infilando una termocoppia nell‘olio 
caldo.  
Le distillazioni sono state condotte a pressioni al di sotto di 1 mtorr facendo variare 
la temperatura di evaporazione nel range 110-160°C e usando tre portate in 
alimentazione: 0.1, 0.25, e 0.4 kg/h. La velocità di rotazione è stata fissata a 425 rpm 
sulla base delle raccomandazioni del fornitore del distillatore e la temperatura del 
condensatore è stata fissata a 60°C. 
Il processo ha coinvolto tre distillazioni molecolari consecutive a 120°C (le due 
distillazioni successive alla prima hanno in alimentazione il residuo della precedente), 
ad una pressione al di sotto di 1 mtorr e per un flusso di alimentazione di 0.25 kg/h, 
seguite da una distillazione molecolare del residuo a 160°C. Il prodotto costituito dal 
distillato dell‘ultima distillazione molecolare, quella a 160°C, è risultato costituito da 
6.63% di tocotrienoli, 2.20% α-tocoferolo, 3.94% Squalene, 4.77% Steroli, 20.34% 
FFA, 62.12% mono-digliceridi. 
In Tabella 5.7 sono riassunti gli studi relativi al recupero di componenti minori da 
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Tabella 5.7: Tabella riassuntiva degli studi relativi al recupero di componenti minori da 














5, GmbH UIC 
(Alzenau, 
Germania) 
• Pressione = 10-6 bar 
• Temperatura SODD = 
50°C 
• Temperatura 
condensatore = 60°C 
• Velocità di rotazione = 
350 rpm 
• Temperatura di 
evaporazione = 160°C 



























• Temperatura RODD = 
50°C 
• Velocità di rotazione = 
150 rpm 
• Portata in alimentazione 
= 90 ml/h 
1° frazione: 
T=50°C 






























• Pressione = 1 mtorr  
• Temperatura 
condensatore = 60°C 
• Velocità di rotazione = 
425 rpm 
• Temperatura di 
evaporazione = 120 °C 
per le prime 3 
distillazioni, 160°C per 
l‘ultima distillazione 
• Portata in alimentazione 






















Ramamurthi e McCurdy [53] hanno studiato come recuperare i tocoferoli e gli steroli 
dal distillato della deodorazione di olio di canola, olio di soia e olio misto. Nel loro 
lavoro inizialmente hanno convertito gli acidi grassi presenti nel distillato nei 
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corrispondenti esteri metilici usando la lipasi come catalizzatore, successivamente 
hanno sottoposto il distillato esterificato a distillazione sottovuoto per separare gli esteri 
metilici degli acidi grassi dai tocoferoli e dagli steroli. 
Nella Tabella 5.8 vengono riportate le caratteristiche dei campioni di distillati della 
deodorazione usati nello studio. 
 
Tabella 5.8: Caratterizzazione dei distillati di deodorazioni usati in [53] (composizione espressa 
con % in peso). 
 canola misto  soia 
Umidità 0,02±0,01 0,70±0,02 0,10±0,02 
Acidi grassi liberi 79,19 32,26 23,62 
Tocoferoli 1,02 4,51 12,74 
 α-tocoferolo 0,24 1 0,68 
 β-tocoferolo - - 0,18 
 γ-tocoferolo 0,65 2,7 7,16 
 δ-tocoferolo 0,11 0,82 4,73 
Steroli 1,58 5,99 11,39 
 brassicasterolo 0,46 - - 
 campesterolo 0,33 0,81 2,13 
 stigmasterolo - 1,49 3,88 
 β-sitosterolo 0,78 3,69 5,38 
Esteri 0,91 1,09 13,73 
Squalene 0,24 0,94 2,62 
 
La reazione di esterificazione del distillato di deodorazione e metanolo è stata 
condotta in condizioni ottimali, a temperature prossime al punto di fusione dei distillati 
di deodorazione. Le conversioni raggiunte di FFA in FAME dopo 5 h per i distillati di 
olio di canola, misto e di soia sono state rispettivamente del  96,5%, 83,5% e 89,4 %. 
Poiché durante la reazione di esterificazione si corre il rischio di avere una perdita di 
tocoferoli dovuta ad ossidazione o a formazione di esteri con gli acidi grassi, gli autori 
hanno svolto specifici studi per verificare che nelle condizioni con cui hanno condotto 
la metilazione questa perdita fosse ridotta al minimo. 
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Il distillato di deodorazione esterificato è stato usato come alimentazione per la 
distillazione. 
La frazione volatile (84,4% dell'alimentazione) raccolta nel range 160-170°C e a 1-2 
mmHg è risultata praticamente priva di steroli e tocoferoli, recuperati appunto nel 
residuo. 
Per separare i tocoferoli dagli steroli sarebbe stato necessario un altro step. 
In Tabella 5.9 vengono riportate per confronto le composizioni di steroli, tocoferoli 
e squalene del distillato di deodorazione, del distillato di deodorazione esterificato e 
delle due frazioni ottenute dalla distillazione. 
 
Tabella 5.9: Composizione espressa con % in peso. 
 Tocoferoli Steroli  Squalene 
Canola  
• Distillato di deodorazione 1 1,58 0,24 
• Distillato di deodorazione esterificato 0,91 1,45 0,21 
• Residuo 6,83 10,45 1,34 
• Distillato tracce tracce tracce 
Misto  
• Distillato di deodorazione 4,51 5,99 0,94 
• Distillato di deodorazione esterificato 4,3 5,64 0,8 
• Residuo 11,11 14,33 1,93 
• Distillato 0,18 0,18 0,15 
Soia  
• Distillato di deodorazione 12,74 11,39 2,62 
• Distillato di deodorazione esterificato 12,75 11,11 2,52 
• Residuo 21,48 17,56 3,69 
• Distillato 0,19 0,21 0,82 
 
 
Shimada et al. [54] hanno messo a punto un metodo per la purificazione di tocoferoli 
dal distillato della deodorazione di olio di soia. Hanno sviluppato un processo in cui in 
una prima fase gli steroli, che a causa del loro peso molecolare molto simile a quello dei 
tocoferoli non sono facilmente separabili da questi ultimi, sono stati esterificati con 
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acidi grassi usando la lipasi da candida rugosa (un enzima) come catalizzatore e in una 
seconda fase è stata effettuata una distillazione molecolare. 
Nella Tabella 5.10 vengono riportate le caratteristiche note del distillato di 
deodorazione di olio di soia usato nello studio. 
 
Tabella 5.10: Composizione espressa con % in peso del distillato di deodorazione dell‘olio di 
sodio usato in [54]. 
 soia 







La reazione di esterificazione catalizzata da lipasi è stata condotta a 35°C per 24 h, in 
queste condizioni sono stati esterificati circa l'80% degli steroli. Per spingere 
l'esterificazione al 95% la reazione è stata ripetuta dopo la distillazione. 
In Tabella 5.11 viene riportato il contenuto in steroli e in tocoferoli del distillato di 
deodorazione e del distillato di deodorazione esterificato in presenza di lipasi; è 
riportato anche il valore acido (mg KOH/g) utilizzato nello studio per verificare l'entità 
di una eventuale reazione di idrolisi che può avvenire in concomitanza a quella di 
esterificazione a causa della presenza di un 20% di umidità nel distillato. 
 
 Tabella 5.11: Contenuto degli steroli e dei tocoferoli prima e dopo l‘esterificazione 
 Steroli (% wt) Tocoferoli (% wt) Acid Value (mg 
KOH/g) 
Distillato di deodorazione 13 16,83 83,1 
Distillato di deodorazione 
esterificato 
2,6 16,4 75,1 
 
Quindi dopo l'esterificazione è stato verificato che il contenuto di Tocoferoli è 
rimasto pressoché invariato, il contenuto di steroli è stato notevolmente ridotto. Il valore 
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acido invece, seppur ridotto per il consumo di FFA nell'esterificazione è risultato più 
alto rispetto alle aspettative questo a dimostrazione che i monogliceridi sono stati 
idrolizzati. 
La successiva distillazione è stata condotta in vari step caratterizzati da diverse 
condizioni operative così da recuperare varie frazioni. Tra la prima distillazione e le 
altre due è stata interposta anche un'ulteriore reazione di esterificazione degli steroli. Le 
reazioni di esterificazione e di distillazione con le condizioni operative e con i relativi 




Tabella 5.12: Effetti sulla composizione in steroli e tocoferoli di operazioni di esterificazione 










1) Esterificazione 35 - 16,4 2,2 
2)  Distillazione 250 0,2   
• Distillato   19,5 2,5 
• Residuo   2,3 1,3 
3) Esterificazione 35 - 19,4 <0,5 
4)  Distillazione     
• Distillato 1 160 0,2 1,2 <0,5 
• Distillato 2 200 0,2 17,1 <0,5 
• Distillato 3 230 0,04 65,3 2,9 
• Residuo 3 230 0,04 6,7 0,5 
5)  Distillazione 255 0,03   
• Distillato   23,8 1,9 
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6. Attività sperimentale 
 
6.1. Apparecchiature e metodi di analisi 
 
6.1.1. Analisi GC/MS 
 
Nel presente lavoro sperimentale per la separazione, la rilevazione e la 
quantificazione dei componenti nutraceutici (squalene e tocoferoli) contenuti nel 
distillato di deodorazione di olio di oliva e di tutti i campioni ottenuti dalle prove 
effettuate è stato utilizzato un gas-cromatografo interfacciato a spettrometro di  massa 
(GC/MS).   
I metodi di preparazione dei campioni e delle soluzioni di standard interno prima 
dell‘iniezione nello strumento sono riportati nel dettaglio nei paragrafi successivi 
(Paragrafi  6.1.1.1 e 6.1.1.2). 
 
Le analisi gas cromatografiche sono state effettuate mediante un gascromatografo 
Agilent Technologies mod. 7890A GC System equipaggiato con un iniettore di tipo 
Split/Splitness Programmed-Temperature tenuto, mediante controllo programmato, a 
una temperatura costante di 290°C, e con una colonna capillare HP-5MS Ultra Inert, 
((5%-Phenyl)-methylpolysiloxane, lunghezza 30 m x 0.25 mm ID, 0.25 μm spessore 
film).  
Un rivelatore a spettrometria di massa della Agilent Technologies mod. 5975C inert 
XL MSD è stato utilizzato per la determinazione qualitativa e quantitativa dello 
squalene e dei tocoferoli presenti nei campioni.  
Le condizioni operative per le analisi GC/MS sono state le seguenti: temperatura 
iniziale del forno di 160°C per 1 minuto e, quindi, aumentata a 295° C con una velocità 
di 5°C/min. La temperatura di 295°C è stata mantenuta costante per 12 minuti. Tempo 
totale di analisi pari a 40 min. L‘elio è stato usato come gas di trasporto ad un flusso di 
1.05 mL/min, mentre il flusso è stato fissato a 42 mL/min per lo split (split ratio 40:1). 
La temperatura della sorgente MS è stata mantenuta a 230° C. Il volume di iniezione è 
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stato di 2 μL. I cromatogrammi sono stati acquisiti per impatto elettronico positivo 
utilizzando come rivelatore lo spettrometro di massa 5975C inert XL MSD ed ottenendo 
gli spettri di massa per ciascun composto separato mediante gas-cromatografia.  
I limiti inferiori e superiori dei valori m/z dello spettrometro di massa sono tra 50 e 
800 uma, rispettivamente. Tutti i cromatogrammi acquisiti dallo spettrometro di massa 
sono stati analizzati mediante un software GC/MSD ChemStation e l‘identificazione di 
ciascun analita è avvenuto per confronto degli spettri di massa sottesi ad ogni picco 
cromatografico con quelli contenuti nella libreria Nist 11; Wiley 9
th
; Maurer Pfleger 
Weber 2011. 
 
La determinazione quantitativa dei componenti nutraceutici nei campioni è stata 
effettuata con il metodo della normalizzazione interna. La soluzione di standard interno 
(soluzione di calibrazione),viene analizzata in GC/MS, nelle stesse condizioni operative 
dei campioni, per determinare il coefficiente di risposta KF (relativo allo standard 
interno), che tiene conto della diversa sensibilità del rivelatore MS per ciascun 
composto. Per il calcolo di KF si utilizza l‘equazione:  
 
 
   
  
     





Ax = area picco analita (squalene / tocoferoli) 
Asi = area picco standard interno (squalano / eicosanolo) 
Qx = quantità dell‘analita incognito (squalene / tocoferoli) 
Qsi = peso standard interno (squalano / eicosanolo) aggiunto 
KF = coefficiente di risposta 
 
Le aree Ax e Asi sono note dall‘analisi GC/MS della soluzione standard, Qx e Qsi 
sono le quantità di analita e standard interno aggiunte nella soluzione di calibrazione, 
così che l‘unica incognita dell‘equazione è KF. Quest‘ultimo una volta noto, deve essere 
sostituito nella stessa equazione per calcolare la Qx nella soluzione del campione, in 
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questo caso i valori di Ax e Asi sono noti dall‘analisi GC/MS della soluzione di 
campione, mentre Qsi è la quantità di standard interno aggiunta in fase di preparazione.   
Dal valore Qx si calcola, infine, la concentrazione dell‘analita nel campione. 
 
6.1.1.1.  Metodica analitica per la determinazione del 
contenuto in Squalene 
 
Il contenuto di squalene nei distillati di deodorazione di olio di oliva e nei campioni 
ottenuti da tutte le prove sperimentali effettuate è stato valutato tramite il metodo di 
analisi indicato da Salov S.p.A, che prevede sostanzialmente per il campione da 
analizzare l‘aggiunta dello standard interno opportuno, la sililazione per trasformare i 
componenti presenti in trimetilsilileteri e l‘analisi  GC-MS in ione totale. 
Il  metodo nel dettaglio è il  seguente: 
 
• prelevare 50 mg di distillato; 
• aggiungere 1 mL di standard interno, cioè di squalano circa 5000 ppm in esano; 
• prelevare 100 l della miscela ed evaporare il tutto in corrente di azoto a 
temperatura ambiente; 
• aggiungere 0,5 mL di reagente per la sililazione costituito da una miscela 9:3:1 
(v/v/v) di piridina – esametildisilazano (HMDS) – trimetilclorosilano (TMCS); 
• analisi GC-MS.  
 
La procedura per preparare la soluzione di standard interno, da iniettare nel GC-MS 
per determinare il coefficiente di risposta KF, necessario per determinare 
quantitativamente lo squalene (come descritto nel Paragrafo 6.1.1) è riportata di 
seguito: 
 
• preparare standard squalano circa 5000 ppm in esano  
• preparare  standard squalene circa 5000 ppm in esano  
• prelevare 100 μl di squalene e 100 μl di squalano, evaporare sotto N2 a T 
ambiente 
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• aggiungere 0.5 ml di silanizzante 
• analisi GC/MS 
  
In Figura 6.1 è riportato il cromatogramma GC/MS di una soluzione di calibrazione 
dominato dal segnale dello standard interno, lo squalano (RT = 21,37 min) e dello 




Figura 6.1: Esempio di cromatogramma della soluzione di calibrazione preparata aggiungendo 
100 l di una soluzione standard di squalano 5390 ppm in esano e 100 l di una soluzione 
standard di squalene 5960 ppm in esano. 
 
In Figura 6.2 viene mostrato il cromatogramma tipico di un campione di OODD, da 
cui è possibile individuare il picco dello standard interno (lo squalano) e il picco dello 
squalene, componente che si vuole quantificare. I picchi che compaiono prima di quello 
dello squalano sono prevalentemente acidi grassi liberi il cui contenuto può essere 
stimato con buona approssimazione dal valore delle aree. 
I campioni sottoposti ad elevate temperature durante le prove sperimentali o in fase 
di raffinazione mostrano squalene isomerizzato: in questo caso l‘area del picco dello 
squalene (Ax) viene approssimata dalla somma di tutti i picchi che costituiscono la 
banda a circa 24 minuti caratteristica di questo caso particolare (Figura 6.2). 
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Figura 6.2: Cromatogramma tipico ottenuto dall‘analisi GC-MS di un campione di OODD, in 
questo particolare caso lo squalene è isomerizzato e si ha una banda di picchi a circa 24 min.  
 
6.1.1.2. Metodica analitica per la determinazione del 
contenuto in Tocoferoli 
 
Il contenuto rispettivamente di  e -tocoferolo nei distillati di deodorazione di 
olio di oliva e nei campioni ottenuti da tutte le prove sperimentali effettuate è stato 
valutato tramite il metodo di analisi indicato da Salov S.p.A, che prevede 
sostanzialmente per il campione da analizzare l‘aggiunta dello standard interno 
opportuno, la preparazione dell‘insaponificabile, la sililazione per trasformare i 
componenti presenti in trimetilsilileteri e l‘analisi  GC/MS in ione totale. 
Il  metodo nel dettaglio è il  seguente: 
 
• in una provetta (16x100) in vetro pyrex equipaggiata con tappo a vite inserire 
50 l di standard interno, cioè di eicosanolo circa 2000 ppm in esano, ed 
evaporare in corrente di azoto; 
• aggiungere 1,5 g di distillato e 3 mL di KOH al 20% in metanolo; 
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• inserire la provetta chiusa in un fornetto da COD a 100°C per 10-15 minuti, 
agitando di tanto in tanto con cautela; 
• riempire la provetta con acqua demineralizzata; 
• travasare il contenuto della provetta in un provettone (26x100) in vetro pyrex 
equipaggiato con tappo a vite, riempire la provetta (16x100) con etere etilico 
ed aggiungerlo alla soluzione saponificata; 
• riempire fino all’inizio della filettatura del provettone con etere etilico e 
aggiungere ancora acqua fino a met à  filettatura, agitare dolcemente per 
evitare emulsioni e raccogliere la fase eterea in una provetta (16x100), 
filtrando il surnatante su allumina da cromatografia. Ripetere l’estrazione 
con etere etilico una seconda volta, aggiungendo il surnatante all‘estratto 
precedente. 
• rimuovere completamente il solvente in corrente di azoto, mentre si filtra su 
allumina. 
• pesare il residuo per ricavare il contenuto di insaponificabile; 
• aggiungere 300 L di reagente per la sililazione costituito da una miscela 
9:3:1 (v/v/v) di piridina – esametildisilazano (HMDS) – trimetilclorosilano 
(TMCS); 
• analisi GC/MS.  
 
Talvolta per determinare il contenuto di tocoferoli è stato possibile seguire una 
procedura diretta, senza saponificare, come quella descritta per la determinazione dello 
squalene (Paragrafo 6.1.1.1), usando come standard interno eicosanolo circa 2000 ppm 
invece di squalano circa 5000 ppm. Infatti la saponificazione non è necessaria per 
l‘analisi di campioni che contengono poco olio. 
 
La procedura per preparare la soluzione di standard interno, da iniettare nel GC-MS 
per determinare il coefficiente di risposta KF, necessario per determinare 
quantitativamente i tocoferoli (come descritto nel Paragrafo 6.1.1.) è riportata di 
seguito: 
 
• preparare soluzioni standard tocoferoli da circa 1000 ppm ciascuno in esano  
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• preparare  standard eicosanolo circa 2000 ppm in esano  
• prelevare 100 μl di ogni soluzione di tocoferolo e 100 μl di eicosanolo, 
evaporare sotto N2 a T ambiente 
• aggiungere 0.5 ml di silanizzante 
• analisi GC/MS 
 
In Figura 6.3 è riportato il cromatogramma GC-MS di una soluzione di calibrazione 
in cui si evidenziano il segnale dello standard interno eicosanolo (RT = 16,79 min) e 
rispettivamente del -tocoferolo (RT = 24,92 min),-tocoferolo (RT = 26,11 min), -
tocoferolo (RT = 26,23 min) e -tocoferolo (RT = 28,06 min). 
 
 
Figura 6.3: Esempio di cromatogramma della soluzione di calibrazione preparata aggiungendo 
100 μl di una soluzione standard di eicosanolo 2200 ppm in esano e 100 μl di ogni soluzione 
standard di tocoferolo rispettivamente 1000 ppm in esano ciascuna. 
 
 
In Figura 6.4 sono riportati gli spettri di massa degli ioni di quantificazione dello 
standard interno eicosanolo (355 m/z) e rispettivamente del -tocoferolo (474 m/z),-
tocoferolo (488 m/z) e -tocoferolo (502 m/z).   
 
 






Figura 6.4:  Spettri di massa degli ioni di quantificazione dello standard interno eicosanolo (355 
m/z) e rispettivamente del -tocoferolo (474 m/z),-tocoferolo (488 m/z) e -tocoferolo (502 
m/z). 
 
6.1.2. Analisi Termogravimetrica 
 
L‘analisi termogravimetrica (TGA, Thermal gravimetric analysis) permette di 
analizzare il comportamento di un materiale sottoposto a riscaldamento controllato, 
registrandone la variazione di peso. Si possono quindi seguire fenomeni come la perdita 
di umidità o la devolatilizzazione di composti a seguito di semplice evaporazione o di 
reazioni chimiche.  
Con tale scopo è stata impiegata una bilancia termogravimetrica Perkin Elmer Pyris 
1 TGA e durante l‘analisi sono registrati, in funzione del tempo, la temperatura ed il 
peso del campione. 
Per verificare la perdita in peso dei campioni di distillati, è stato utilizzato il ciclo 
termico riassunto in Tabella 6.1. 
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Tabella 6.1: Programma di temperatura per analisi TGA 
Step t [min] T [°C] HR [°C/min] Gas 
1 0 → 1 35 0 
N2 100 mL/min 2 1 → 93 35 → 500 5 
3 93 → 98 500 0 
 
 
6.2. Materiale di partenza: distillato di deodorazione 
Salov S.p.A. 
 
L‘azienda Salov S.p.A., leader nel settore oleario e partner industriale del progetto 
OLIVA PLUS, ha fornito a CPTM il distillato di deodorazione di olio di oliva. 
 
I greggi trattati e commercializzati presso lo stabilimento Salov S.p.A. sono di vario 
tipo fra cui olio di oliva. 
L‘azienda opera la raffinazione chimica o fisica sulla base del greggio di partenza, 
che può essere di vario tipo [56]: 
 
Spagnolo: olio di oliva di ottima qualità, proveniente dalla Spagna, con contenuto 
esiguo di cere ed altre impurità tanto da non richiedere, il più delle volte, alcun 
trattamento oltre alla neutralizzazione, che viene effettuata in maniera fisica se l‘acidità 
è inferiore al 2,5%. In caso di acidità superiore, quest‘olio viene riscaldato alla 
temperatura di 80°C e neutralizzato parzialmente con idrossido di sodio al 22-25%, la 
quantità di base utilizzata dipende dai gradi di acidità libera che si vogliono rimuovere. 
 
Tunisino: olio di oliva di ottima qualità, proveniente dalla Tunisia, ricco di acidi 
saturi e monoinsaturi tanto da solidificare a temperature attorno ai 10 °C.  Nonostante il 
basso contenuto di impurità, questo olio viene sempre sottoposto a neutralizzazione 
chimica, con le stesse modalità indicate per l‘olio spagnolo, al fine di rimuovere i 
numerosi pigmenti colorati presenti, lasciando comunque l‘1,5-2% di acidità libera, da 
rimuovere nelle fasi successive di processo. 
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Nazionale: olio di oliva italiano di qualità scadente, ricco di impurità, cere ed acidi 
resinici, che devono essere opportunamente rimossi per conferire all‘olio stabilità 
termica alle basse temperature. La maggior parte delle volte il contenuto di acidi resinici 
e l‘acidità elevata (intorno al 4-14%) rendono necessaria una doppia neutralizzazione 
chimica: in una prima fase l‘olio viene portato alla temperatura di 25°C e neutralizzato 
con idrossido di sodio al 17% in quantità tale da ridurre l‘1-1,5% di acidità libera; 
successivamente l‘olio viene scaldato a 80°C e neutralizzato parzialmente o totalmente  
con idrossido di sodio al 22-27%.  
 
Dall‘attuale processo di raffinazione si ottengono circa 900 tonnellate/anno di 
distillato di deodorazione di olio di oliva, mentre i lampanti iniziali vengono tenuti 
separati, i distillati sono tutti riuniti .   
 
Questo sottoprodotto, a temperatura ambiente si presenta come una miscela densa 
(Figura 6.5-a) che anche dopo agitazione tende comunque a smistare un olio giallo da 
un residuo solido ceroso che sedimenta (Figura 6.5-b) e solo dopo riscaldamento si 
ottiene un olio limpido omogeneo (Figura 6.5-c).  
 
 
                       
Figura 6.5: Aspetto del distillato di deodorazione di olio di oliva SALOV S.p.A.:  
(a) tal quale; (b) dopo agitazione: smistamento di due fasi; (c) dopo riscaldamento a 50°C 
 
a) b) c) 
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I distillati di deodorazione di olio di oliva risultano costituiti da acidi grassi liberi 
(80-90%), componenti insaponificabili (6-10%), fra cui spicca lo squalene, esteri 
metilici ed etilici e trigliceridi trascinati come aerosol. La composizione tipica valutata 
da Salov S.p.A. è riportata in Tabella 6.2.  
 
Tabella 6.2: Composizione tipo dei distillati di deodorazione di olio di oliva fornita 






Acidi grassi liberi %  81,9 79,7 
Squalene % 10,8 4,5 
Trigliceridi % 3,6 9,8 
Digliceridi % 0,2 1,2 
Esteri metilici ed etilici degli acidi grassi % 0,8 0,5 
Altri composti insaponificabili (Idrocarburi, 
Steroli, Triterpeni, Tocoferoli) 
% 2,7 4,3 




In Tabella 6.3 è riportato il dettaglio della composizione degli acidi grassi, che 
risulta molto simile a quella dell‘olio di partenza (per una composizione tipica in acidi 
grassi di un olio di oliva si rimanda al Capitolo 2, Par. 2.4.1) ma con un contenuto di 
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Tabella 6.3: Composizione tipo degli acidi grassi liberi dei distillati di deodorazione di olio di 
oliva fornita dall‘azienda Salov S.p.A.  
Acido grasso 
Distillati 
% in peso 
acido miristico (C14:0) 0,03 
acido palmitico (C16:0) 15,63 
acido palmitoleico (C16:1) 1,34 
acido eptadecanoico (C17:0) 0,15 
acido eptadecenoico (C17:1) 0,15 
acido stearico (C18:0) 2,67 
acido oleico (C18:1) 67,77 
acido linoleico (C18:2) 10,45 
acido linolenico (C18:3) 0,61 
acido arachico (C20:0) 0,47 
acido gadoleico (C20:1) 0,33 
acido beenico (C22:0) 0,13 
acido lignocerico (C24:0) 0,26 
 
La natura (saturi/insaturi) degli acidi grassi presenti spiega anche l‘aspetto bifasico 
dei campioni di OODD, infatti, dalla presenza di acidi grassi insaturi dipende lo stato 
fisico a temperatura ambiente del distillato, in quanto il punto di fusione aumenta 
all‘aumentare del rapporto acidi grassi saturi/acidi grassi insaturi. 
 
6.2.1. Analisi termogravimetrica 
 
Le analisi termogravimetriche sono state effettuate rispettivamente sul campione di 
distillato di deodorazione derivante da raffinazione fisica e da raffinazione chimica nelle 
condizioni illustrate nel Paragrafo 6.1.2. 
In Figura 6.6 e in Figura 6.7 sono riportati i risultati delle analisi TGA condotte sui 
campioni.  
Le curve termogravimetriche mostrano che il campione da raffinazione chimica è più 
leggero del campione da quella fisica e la perdita in entrambi i casi di circa l‘80% si può 
collegare probabilmente agli acidi grassi. 
 










Figura 6.7 : Analisi TGA sul campione OODD da raffinazione chimica 
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6.2.2. Caratterizzazione GC-MS 
 
Prima di procedere con lo sviluppo di processi in grado di separare la componente 
nutraceutica da OODD, è stata condotta l‘analisi GC-MS dei campioni pervenuti al 
CPTM, con la strumentazione e le modalità illustrate nel Paragrafo 7.1., per valutarne il 
contenuto in squalene e in tocoferoli (Tabella 7.4).   
Tabella 6.4: Contenuto dei componenti nutraceutici nel distillato di deodorazione di olio di 








Squalene (% wt.) 10 6,8 
α-tocoferolo (ppm) 195 243 
β-tocoferolo (ppm) 64 27 
γ-tocoferolo (ppm) 15 6 
δ-tocoferolo (ppm) 4 1 
 
La composizione di OODD valutata da Salov S.p.A (Tabella 7.2) e sostanzialmente 
confermata dall‘analisi condotta nei laboratori CPTM evidenzia un contenuto non 
trascurabile di squalene, mentre i tocoferoli sono presenti in pochi ppm. Nelle prove 
sperimentali dunque l‘attenzione è stata rivolta principalmente al recupero di squalene 
eventualmente arricchito in tocoferoli. Scelta giustificata anche tenendo conto del fatto 
che l‘elevato contenuto di squalene è l‘elemento distintivo del distillato di deodorazione 
di olio di oliva rispetto ai distillati di deodorazione di altri oli vegetali e viste le 
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7.   Processi sperimentali di estrazione delle 
componenti nutraceutiche dai distillati di 
deodorazione 
 
7.1. Distillazione in colonna 
 
L‘obiettivo di recuperare una frazione ricca di insaponificabili dal distillato di 
deodorazione di olio di oliva, sottoprodotto di raffinazione fornito da Salov S.p.A., 
potrebbe essere raggiunto attraverso una distillazione sottovuoto.  
Per stimare in prima approssimazione i risultati raggiungibili con una distillazione 
flash o una distillazione multistadio sottovuoto  si può ricorrere allo studio 
dell‘equilibrio liquido-vapore della miscela ideale acido oleico-squalene. Rappresentare 
il distillato di deodorazione in questi termini è plausibile considerando che è costituito 
per circa l‘80% da acidi grassi liberi e che tutti gli altri componenti insaponificabili 
sono meno volatili dello squalene e presenti in quantità molto minori. 
Per costruire le curve di equilibrio liquido-vapore è necessario conoscere le tensioni 
di vapore dell‘acido oleico e dello squalene riportate in Figura 7.1 dove, a conferma 
dell‘affermazione fatta in precedenza sulla volatilità degli altri insaponificabili, sono 
riportate anche quelle dei tocoferoli. Tali curve sono state ricavate facendo uso di dati 
sperimentali per lo squalene e il tocoferolo e usando una correlazione per l‘acido oleico.  
In Figura 7.2 vengono messe a confronto le tensioni di vapore sperimentali di acido 
oleico e squalene con quelle ottenute dal simulatore Unisim Design, dove l‘acido oleico 
è presente nella libreria dei componenti mentre lo squalene è stato inserito come 
componente ipotetico.  
 




Figura 7.1: Tensioni di vapore di acido oleico, squalene e tocoferolo 
 
 
Figura 7.2: Tensioni di vapore di acido oleico e squalene-confronto dati sperimentali e dati 
Unisim 
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Noti questi dati è possibile ricavare il grafico ―Temperatura-Composizione‖ (Figura 
7.3)  alla pressione costante di 20 mbar, scelta in accordo con le condizioni di vuoto 
realizzabili nella distillazione condotta in laboratorio, facendo uso delle relazioni 
riportate di seguito. 
Indicando con A e B i componenti della miscela bifasica ideale per la legge di Raoult 
si ha che  
 
(1)         
  
 









 sono le tensioni di vapore dei componenti  A e B 
- xA è la frazione del componente A in fase liquida 
 
(3)                  




Da cui si ricava  
 
(4)    
       
 
  
    
  
 
La corrispondente frazione del componente  A in fase vapore, indicata con    , si 
ottiene sostituendo             nella relazione (1); si ha dunque 
 
(5)     
     
 
    
  
 
Una volta note le frazioni in fase liquida e in fase vapore del componente  A , che 
tipicamente  è il componente più leggero della miscela, ovvero  nel caso in esame 
l‘acido oleico, si può ricavare anche il grafico ―x-y‖ riportato in Figura 7.4.  
 




Figura 7.3: Grafico Temperatura-Composizione alla pressione costante di 20 mbar  per la 
miscela ideale acido oleico-squalene 
 
 
Figura 7.4: Grafico che mette in correlazione la frazione in fase liquida (x) con la frazione in 
fase vapore (y) dell‘acido oleico 





Nella distillazione flash (talvolta chiamata ―distillazione di equilibrio‖), 
schematizzata in Figura 7.5 , la miscela liquida da separare  viene riscaldata e in parte 
vaporizzata. La vaporizzazione è facilitata dalla riduzione di pressione del sistema. La 
corrente liquido-vapore viene immessa in un separatore dal quale fuoriescono, in alto, i 
vapori che, condensati, andranno a costituire il distillato, mentre dal fondo si ottiene la 
fase liquida costituente il prodotto di coda o residuo. E‘ una operazione basata su un 





Figura 7.5: Schematizzazione della distillazione flash 
 
 Le composizioni del distillato e del prodotto di coda si possono ottenere con un 
bilancio di materia : 
 
b.m  totale:                                                                                                   (1) 
 
b.m componente:                                                                                     (2) 
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  )               (4)  
 
rappresentabile sul diagramma x-y . I casi limite sono rappresentati dalla situazione 
in cui L=0, ovvero quando tutta l‘alimentazione viene vaporizzata, e dalla situazione 
V=0. In una situazione intermedia  la retta operativa che consente di calcolare la 
composizione del liquido e del vapore ha coefficiente angolare –L/V. 
 
Nel caso in esame, utilizzando le curve Acido oleico-Squalene ricavate alla pressione 
di 20 mbar e considerando che il distillato di deodorazione ha una composizione media 
di acido oleico dell‘80% (xF); si vede (Figura 7.6) che nel caso limite in cui il calore 
fornito sia sufficiente a vaporizzare tutta la miscela, la composizione in acido oleico 




Figura 7.6: Caso limite in cui tutta la miscela viene fatta vaporizzare, xR rappresenta la 
composizione in acido oleico della fase liquida  
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È possibile dunque concludere che con una semplice evaporazione al vuoto di 20 
mbar non si raggiungerebbe un risultato soddisfacente, ovvero il residuo avrebbe una 
percentuale di acido oleico ancora troppo elevata. Motivo per cui sono state condotte da 
subito prove di distillazione batch con una colonna dal potere separatore di circa 25 
piatti teorici. 
 
7.1.1. Colonna di distillazione e relativi sistemi di misura 
 
Le prove di distillazione batch sono state effettuate con una colonna a riempimento 
in vetro, modello ―Permax‖ (Figura 7.7) L‘apparecchio consente la distillazione di 
liquidi in un intervallo di punti di ebollizione compreso tra 35°C e 300°C. 
                                       
 
Figura 7.7: Schema e foto della colonna di distillazione usata per le prove sperimentali 
 
Capitolo 7                                                                     Processi sperimentali di estrazione                                                                         
81 
 
La colonna ha le seguenti caratteristiche: 
 
• Altezza 120 cm 
• Diametro interno  25 mm 
• Riempimento ad anelli Raschig  5,5 mm - L 6,8 mm  
• Potere separatore pari a circa 25 piatti teorici 
 
La colonna è protetta da una camicia entro la quale sono inserite due resistenze che, 
opportunamente riscaldate, forniscono calore al corpo della colonna, compensando la 
dispersione verso l‘esterno. In testa è posizionato un condensatore a ricadere in cui 
viene fatto scorrere un fluido refrigerante. 
Per fornire calore al fondo colonna si utilizza un termomanto di cui si può regolare la 
potenza erogata, e che permette inoltre l‘agitazione, tramite agitatore magnetico, del 
liquido contenuto nel reboiler.  
Alla base del condensatore si trova una valvola a funzionamento magnetico, che 
chiude il passaggio al cilindro graduato di raccolta delle condense: con la valvola chiusa 
il condensato rientra in colonna, con la valvola aperta avviene il prelievo del distillato. 
Grazie ad una coppia di temporizzatori è possibile impostare la durata di apertura e 
chiusura della valvola regolando così il rapporto di riflusso che corrisponde al rapporto 
tra il tempo di chiusura e il tempo di apertura della valvola. La frazione distillata può 
essere raccolta, quantificata ed analizzata, oppure ricircolata al reboiler per il 
raggiungimento di una condizione stazionaria ad un determinato rapporto di riflusso. 
La colonna può lavorare a pressione ambiente oppure sottovuoto, pressione minima 2 
mbar. 
 
Misura di Temperatura 
 
Le temperature di testa e di fondo colonna sono misurate rispettivamente con un 
termometro a mercurio al centesimo di grado centigrado e una termocoppia tipo K. 
 
Misura di Pressione 
 
La pressione è misurata con un termometro a mercurio. 




Misura del Volume e Determinazione del Peso dei Campioni Prelevati  
 
Il volume di campione di distillato prelevato è misurato mediante una buretta 
graduata di raccolta con valvola di scarico di fondo.   
Il peso viene determinato con una bilancia di precisione, risoluzione 0,001 g. 
 
7.1.2. Prove di distillazione sottovuoto 
 
Con la colonna di distillazione batch sopra descritta, sono state effettuate più prove 
di distillazione sottovuoto; con l‘obiettivo di ottenere un residuo ricco in squalene ed 
eventualmente tocoferoli e un distillato contenente principalmente acidi grassi liberi. 
Il vuoto in colonna è stato realizzato con una pompa meccanica. Come materiale di 
partenza è stato utilizzato distillato di deodorazione proveniente da raffinazione fisica 
senza alcun pretrattamento, con composizione tipica riportata in Tabella 6.4; tuttavia 
trattandosi di un campione con composizione variabile ad ogni lotto di produzione, la 
carica di ogni distillazione è stata caratterizzata per determinarne in modo accurato il 
contenuto di squalene e tocoferoli. 
 
Tabella 7.1: Composizione tipica OODD usato come materiale di partenza  
Composto OODD proveniente da raffinazione fisica 
FFA (% wt) 
(a)
 85 
Squalene (% wt.) 10 
α-tocoferolo (ppm) 195 
β-tocoferolo (ppm) 64 
γ-tocoferolo (ppm) 15 
δ-tocoferolo (ppm) 4 
Altro 
(b) 
(%wt)  5 
 
(a)
  Stima effettuata sulla base delle aree dei picchi relativi agli acidi grassi liberi, fornite dal GC-MS. 
Prevalgono acido palmitico (11%), linoleico (6%) e oleico (57%). 
(b) Con la dicitura ―altro‖ si intendono composti non quantificati accuratamente (es. trigliceridi, esteri 
metilici ed etilici etc.). 
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Prima di ogni prova la carica è stata pesata con una bilancia elettronica e collocata in 
un pallone graduato da 500 ml, quest‘ultimo è stato collegato al fondo colonna ed il suo 
contenuto è stato riscaldato ed agitato magneticamente per mezzo di un termomanto.  
Durante la distillazione ad intervalli regolari di tempo sono stati misurati e registrati i 
parametri principali (temperature di fondo, di testa e interno colonna) in modo da 
ottenere, usando il software Excel i profili di temperatura nel tempo. 
Nel condensatore è stato fatto scorrere come fluido refrigerante glicole etilenico 
messo in circolazione da un criotermostato (MGW Lauda modello RC 6), dotato di un 
selettore analogico per l‘impostazione del set-point della temperatura.   
Tenendo conto delle temperature elevate a cui sarebbe stata condotta la distillazione, 
visti i punti di ebollizione dei componenti di OODD, per evitare dispersioni di calore 
nelle zone in vetro (pallone di alimentazione e testa della colonna) sono state aggiunte 
delle coibentazioni come mostrato in Figura 7.8. 
Al termine di ogni prova, distillato e residuo sono stati analizzati con il GC-MS. 
 
 
         
Figura 7.8: Coibentazioni intorno al fondo ed alla testa della colonna di distillazione. 
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7.1.2.1. Distillazione batch – P = 50 mbar 
 
La distillazione è stata condotta a riflusso totale e raggiunte le condizioni stazionarie 
sono stati effettuati due campionamenti. 
 
 
Carica  377.2 g   
Pressione di esercizio 50 mbar 
Pressione ambiente   1015 mbar 
Temperatura di testa 240 °C 
Temperatura di fondo  263 °C 
 
 
In Tabella 7.2 sono riportati i risultati dell‘analisi condotta sulla carica, sui due 
campioni di distillato prelevati e sul residuo raccolto al termine della prova.  
 
Tabella 7.2: Analisi campioni – distillazione 50 mbar 
Id. Peso Squalene 
Tocoferolo 
    
 g %wt ppm ppm ppm ppm 
Carica  377,2 8,69 259 42 10 3 
Distillato #1A  0 0 0 0 0 
Distillato #2A  0 0 0 0 0 




58,8 1,97 38,6 38,18 12,7 
 
 
In Figura 7.9 viene riportato il profilo di temperatura nel tempo di testa e fondo 
colonna. 
 




Figura 7.9: Profilo di temperatura di testa e di fondo colonna 
 
7.1.2.2. Distillazione batch – P = 19 mbar 
 
Alla pressione all‘incirca di 19 mbar, sono state condotte tre prove di distillazione, 
poiché le modalità operative ed i risultati non hanno mostrato differenze sostanziali 
viene descritta solo una di queste; mentre di tutte vengono riassunti i risultati  in 
Tabella 7.4. 
La distillazione è stata condotta a riflusso totale e al raggiungimento delle condizioni 
stazionarie è stato effettuato un campionamento. 
 
Carica  406,1  g   
Pressione di esercizio 19 mbar 
Pressione ambiente   1015 mbar 
Temperatura di testa 212 °C 
Temperatura di fondo  245 °C 
 
In Tabella 7.3 sono riportati i risultati dell‘analisi condotta sulla carica, sul campione 
di distillato prelevato e sul residuo raccolto al termine della prova 
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Tabella 7.3: Analisi campioni – distillazione 19 mbar 
Id. Peso Squalene 
Tocoferolo 
    
 g %wt ppm ppm ppm ppm 
Carica 389,9 8,2 204 43 8 2 
Distillato 0,59 0 0 0 0 0 




100 13 20 22 89 
 
 




Figura 7.10: Profilo di temperatura di testa e di fondo colonna 
 
Nel corso delle varie prove di distillazione, la carica nel corso della prova cambia 
colore, passando dal giallo al bruno come mostrato in Figura 7.11. L‘imbrunimento è 
dovuto a fenomeni di ossidazione, con probabile coniugazione dei carbossili con i doppi 
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legami degli acidi grassi. In alcune situazioni succede anche agli oli in impianto durante 
la fase di deodorazione, specialmente quando sono in difetto di vapore diretto. 
 
       
Figura 7.11: Variazione di colore della carica nel reboiler all‘inizio, durante e al termine delle 
prove di distillazione 
 
Spesso lavorare a temperature operative elevate e cercare di mantenerle tali, ha 
portato ad un surriscaldamento generale del sistema con conseguente risalita del fondo 
all‘interno della colonna; inoltre mantenere il distillato di deodorazione a tali 
temperature per delle ore porta inevitabilmente alla sua degradazione.  
Infatti, al termine delle prove di distillazione, l‘analisi del fondo rivela sempre la 
presenza di squalene isomerizzato, mentre nel distillato di deodorazione utilizzato come 
carica, pur avendo subito un trattamento termico a 230-240°C, il contenuto di squalene 
isomerizzato è inferiore o nullo. Ciò dipende dalla velocità di riscaldamento e dal tempo 
di distillazione, in impianto infatti il riscaldamento è immediato e il tempo di 
stazionamento nella colonna di distillazione è di solo pochi minuti. 
È quindi importante lavorare in condizioni di vuoto spinto per avere temperature che 
non degradino i componenti nutraceutici contenuti nel distillato di deodorazione, 
condizioni ottimali prevedrebbero di lavorare a temperature di 230-240°C e 
possibilmente in corrente di vapore o atmosfera inerte, mentre a temperature ≥300°C si 
incorre nella degradazione e quindi nella perdita dei tocoferoli. 
I vapori condensati in testa alla colonna non fluiscono facilmente nel recipiente di 
raccolta del distillato, ma spesso solidificano ostruendo il passaggio come mostrato in 
Figura 7.12. 





Figura 7.12: Solidificazione del distillato in prossimità di zone ―fredde‖ della colonna con 
conseguente ostruzione del passaggio al recipiente di raccolta 
 
In totale sono state effettuate quattro prove di distillazione sottovuoto, i risultati 
ottenuti dall‘analisi della carica e del fondo sono riassunti in Tabella 7.4 
 e nei grafici di Figura 7.13 e 7.14 Come previsto carica e residuo di distillazione 
hanno pressoché la stessa composizione data la quantità minima di distillato ottenuta in 
ogni prova. L‘analisi dei risultati è stata tuttavia molto utile per vedere come le 
componenti nutraceutiche subiscano una drastica riduzione a causa di fenomeni di 
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Tabella 7.4: Composizione della carica iniziale e del fondo al termine di ogni prova di 




n.1 n.2 n.3 n.4 n.5 
Carica g 377,2 406,1 389,9 371,7 330,1 
Squalene % wt. 9 8 8,2 10 10 
α-tocoferolo 
ppm 
259 285 204 385 585 
β-tocoferolo 42 40 43 73 80 
γ-tocoferolo 10 7 8 13 12 
δ-tocoferolo 3 4 2 4 4 
 
Fondo g 360,0 394,4 346,4 357,8 312,0 
Squalene % wt. 5 8 9,5 10 5 
α-tocoferolo 
ppm 
198 316 30 585 569 
β-tocoferolo 17 51 10 80 71 
γ-tocoferolo 4 9 2 12 11 
δ-tocoferolo 0,4 4 2 4 3 
Recupero 
Squalene 
% 53 97 100 96 47 
Recupero 
Tocoferoli 
% 41 100 36 100 83 
 




Figura 7.13: Variazione del contenuto di squalene  in seguito alla distillazione 
 
 
Figura 7.14: Variazione del contenuto di tocoferoli  in seguito alla distillazione 
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7.1.2.3. Prove di stabilità in stufa 
 
Alla luce di quanto osservato nelle prove di distillazione, sono state effettuate delle 
prove di stabilità termica del distillato di deodorazione di oliva mediante riscaldamento 
del campione in stufa (Falc Instruments Mod. STF-FR 52 Lt) rispettivamente a 240°C e 
260°C a tempi variabili di 1, 3 e 6 ore, per verificare il grado di 
isomerizzazione/degradazione dello squalene in essi contenuto alle temperature di 
esercizio della colonna di distillazione. 
I campioni sono stati posti in crogioli di porcellana, precedentemente essiccati e 
tarati, e riscaldati a 240°C o 260°C per il tempo stabilito; al termine di ogni prova si è 
proceduto all‘analisi dello squalene, come descritto nel Paragrafo 7.1.1.1, per verificare 
la presenza o meno nel cromatogramma del GC-MS del classico profilo dello squalene 
isomerizzato. In Figura 7.15 e in Figura 7.16 è mostrato l‘aspetto dei campioni dopo 1, 
3 e 6 ore di riscaldamento rispettivamente a 240°C e 260°C. 
 
 
         
Figura 7.15: Aspetto OODD riscaldato a 240°C per 1 ora (a), 3 ore (b) e 6 ore (c) 
 
a) b) c) 
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Figura 7.16: Aspetto dell‘OODD riscaldato a 260°C per 1 ora (a), 3 ore (b) e 6 ore (c) 
 
 
Come si può notare dalla Figura 7.17 col tempo aumenta l‘intensità 
dell‘imbrunimento del campione e si ottiene un liquido tendenzialmente più viscoso. 
 
 
                 
Figura 7.17: Aspetto dell‘OODD riscaldato per 1 ora, 3 ore e 6 ore a 240°C (sinistra) e 260°C 
(destra) dopo trasferimento in provetta.  
 
 
I gascromatogrammi di Figura 7.18 mostrano che rispetto al campione iniziale si ha 
un aumento del grado di isomerizzazione già dopo solo 1 ora sia a 240°c che a 260°C. 
 
 
a) b) c) 





Figura 7.18: Cromatogrammi relativi all‘analisi dello squalene rispettivamente nel campione di 
OODD iniziale, dopo 1 ora a 240°C e dopo 1 ora a 260°C 
 
7.2. Distillazione short-path 
 
Il fornetto Kugelrohr (nome tedesco del distillatore bolla-bolla) è una 
apparecchiatura che consente di effettuare una distillazione sottovuoto del tipo short-
path e che tipicamente viene usato per distillare piccole quantità di composti con elevati 
punti di ebollizione (spesso maggiori di 300 °C) in condizioni di vuoto spinto. La 
tecnica di distillazione short-path è molto utile anche quando si ha a che fare, come in 
questo caso, con sostanze che tendono a solidificare nell‘apparecchiatura di distillazione 
non appena vengono in contatto con ―zone fredde‖.   
 
7.2.1.  Fornetto Kugelrohr 
 
Per le prove sperimentali è stato utilizzato il fornetto Büchi Mod. Glass Oven B-580 
Kugelrohr (Figura 7.19) con le seguenti caratteristiche: 
 
• forno di piccole dimensioni con struttura in metallo e robusta piattaforma; 
• camera in vetro dotata di rivestimento elettro-conducente che serve come 
elemento riscaldante; 
• riscaldamento per l‘intera lunghezza del forno con regolazione fino a 300°C; 
Capitolo 7                                                                     Processi sperimentali di estrazione                                                                         
94 
 
• velocità di rotazione variabile nel range 0-50 rpm; 
• possibilità di inserire bolle in vetro con un volume massimo di 60 mL; 
• presenza di una vasca di collocazione del refrigerante; 
• elevata resistenza al vuoto. 
 
 
Figura 7.19: Distillatore Kugelrohr Büchi Mod. Glass Oven B-580. 
 
In Figura 7.20 è riportata la schematizzazione dell‘apparecchiatura dove sono messe 
in evidenza le parti che la costituiscono. 
 
 
Figura 7.20: Parti che costituiscono il distillatore bolla-bolla 
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Sono state effettuate in totale tre prove di distillazione con fornetto Kugelrohr, come 
materiale di partenza è stato utilizzato distillato di deodorazione di olio di oliva 
proveniente da raffinazione fisica, preliminarmente riscaldato a 50°C per renderlo 
omogeneo, la cui composizione è mostrata in Tabella 7.4.  
Prima delle prove di distillazione è stata effettuata la calibrazione della temperatura 
interna del forno per valutare la differenza fra la temperatura letta sul display 
dell‘apparecchiatura e la temperatura rilevata da una termocoppia inserita nelle bolle di 
vetro a diversi punti del forno (ingresso, metà e fine). I valori misurati sono riportati in 
Tabella 7.5. 
 
Tabella 7.5: Temperature ottenute dalla lettura sul display dell‘apparecchiatura (T letta) e dalla 
lettura di una termocoppia inserita nella bolla di vetro all‘ingresso del forno (T vera). 
Posizione bolla T letta (°C) T vera 
(°C) 
 Ingresso forno 23 21 
 100 78 
 160 128 
 280 241 
 300 242 
 250 218 
 220 192 
 195 170 
 144 128 
 110 100 
 100 92 
 84 80 
 70 67 
 60 60 
   
Metà forno 300 309 
   
Fondo forno 300 305 
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In Figura 7.21 è mostrata la correlazione grafica fra temperatura letta (temperatura 
mostrata sul display dell‘apparecchiatura) e temperatura vera (temperatura rilevata da 




Figura 7.21 : Curva di taratura per la determinazione della temperatura all‘ingresso del forno (T 
vera = 0,8195 · T letta + 7,1004). 
 
 
Per quanto riguarda il sistema di generazione del vuoto, le prime prove sono state 
condotte applicando il vuoto all‘apparecchiatura per mezzo di una pompa meccanica 
TRIVAC Mod. LEYBOLD D16E Vaccum Pump 140050 (Figura 7.22), in grado di 
effettuare un vuoto massimo nominale di 0,002 mbar, è stato quindi possibile effettuare 
prove ad una pressione reale di circa 0,05 mbar. Nelle prove successive invece è stato 
utilizzato un sistema costituito da una pompa rotativa ed una diffusiva EDWARDS High 
Vacuum Pump (Figura 7.22) ed in questo caso sono state raggiunte pressioni 
dell‘ordine di 10-4 mbar.  
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Figura 7.22: Pompe utilizzate per applicare il vuoto nelle prove con Kugelrohr: pompa 
meccanica TRIVAC  e pompa rotativa e diffusiva EDWARDS. 
 
 
Nelle prove condotte con il fornetto Kugelrohr in breve tempo è stato possibile 
distillare un olio limpido quasi incolore che, raffreddando, ha separato una cera chiara 
ed un olio giallo pallido. Il residuo nella caldaia si è presentato invece come un olio 
giallo-bruno e leggermente torbido (Figura 7.30). 
 
 
Figura 7.23: Aspetto del residuo (provetta a sinistra) e delle due fasi di distillato al termine 
della distillazione con Kugelrohr  
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In una fase iniziale sono state effettuate tre prove, la terza prova è stata condotta in 
due fasi: nella prima è stato caricato nella caldaia il distillato di deodorazione come 
nelle prove precedenti e nella seconda il residuo proveniente dalla prima fase. In 
Tabella 7.6 vengono riportate le condizioni operative. 
 
Tabella 7.6: Condizioni operative delle prove di distillazione con fornetto Kugelrohr. 
 PROVA 1 PROVA 2 
PROVA 3 
Fase A Fase B 










pompa rotativa e 
pompa diffusiva 
 Vuoto (mbar) 0,05 0,05 0,05 2,4·10
-4
 





















anche se già a 
87°C sono stati 
visti i primi 





Numero di bolle 2 3 3 3 
Note prova 
in ca. 5 min. è 
stato possibile 
distillare ca. 2/3 
della carica 










in ca. 20 min. è 
stato possibile 
distillare ca. il 
46% della carica 
 (*)
i valori di temperatura sono riferiti alla temperatura letta sul display del fornetto Kugelrohr. 





Figura 7.24: In alto è riportato un esempio di configurazione a due bolle, mentre in basso è 
riportata la configurazione a tre 
 
Al termine delle prove è stata condotta l‘analisi dei campioni, i risultati sono mostrati 
in Tabella 7.7. 
Nelle prime prove a differenza di quanto atteso non è stato ottenuto un residuo di 
distillazione ricco in squalene, bensì questo è stato trovato in elevate quantità nel 
distillato insieme agli acidi grassi liberi, da cui invece doveva essere auspicabilmente 
separato. 
I tocoferoli invece hanno mostrato una maggior tendenza a restare nel fondo. 
Una valida spiegazione, potrebbe risiedere nelle elevate temperature di lavoro che 
secondo i dati della letteratura sono compatibili con l‘ebollizione dello squalene. I 
tocoferoli invece essendo componenti particolarmente pesanti sembrano più facili da 
separare dagli acidi grassi liberi. 
In seguito all‘analisi dei risultati è stata condotta una prova dove la temperatura è 
stata aumentata gradualmente, per lavorare alla temperatura minima a cui si osserva 
passaggio di vapori nella bolla del distillato, tuttavia alla pressione di circa 3*10
-4
 mbar 
è stato osservato un passaggio significativo in tempi ragionevoli a 200 °C circa , con 
risultati analoghi ai precedenti.   
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Tabella 7.7: Composizioni della carica iniziale, del residuo e dei distillati raccolti al temine di 
ciascuna prova effettuata nel fornetto Kugelrohr. 
PROVA 1:  
Campione Quantità Squalene Tocoferoli Acidi grassi 
 g % wt. g % wt. g % wt. g 
Carica 15,05 10 1,505 0,028 0,004 85 12,793 
Residuo 4,64 18,2 0,844 0,075 0,003 63 2,923 
Distillato 10,45 8 0,836 0,006 0,001 88 9,196 
 
PROVA 2: 
Campione Quantità Squalene Tocoferoli Acidi grassi 
 g % wt. g % wt. g % wt. g 
Carica 30,58 10 3,058 0,028 0,009 85 25,993 
Residuo 4,81 3,1 0,149 0,084 0,004 75 3,608 
Distillato 25,77 11,8 3,041 0,003 0,001 87 22,42 
 
PROVA 3 – fase A: 
Campione Quantità Squalene Tocoferoli Acidi grassi 
 g % wt. g % wt. g % wt. g 
Carica 17,96 10 1,796 0,028 0,005 85 15,266 
Residuo 2,65 1,3 0,034 0,092 0,002 84 2,226 
Distillato 15,31 8,7 1,332 0,034 0,005 90 13,779 
 
PROVA 3 – fase B: 
Campione Quantità Squalene Tocoferoli Acidi grassi 
 g % wt. g % wt. g % wt. g 
Carica 2,25
c
 1,3 0,029 0,092 0,002 84 1,890 
Residuo 1,04 0,1 0,001 0,001 0,000 91 0,966 
Distillato 1
a
 0,95 0,4 0,004 0,045 0,000 90 0,855 
Distillato 2
b
 0,26 16,1 0,042 1,209 0,003 26 0,068 
 
a: distillato collocato nella bolla centrale (Figura 7.24) 
b distillato collocato nella bolla all‘estrema destra (Figura 7.24) 
c la quantità mancante è stata prelevata per effettuare l‘analisi del Residuo della Fase A. 
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7.3. Saponificazione ed estrazione con solvente 
 
Per le prove di estrazione con solvente è stato utilizzato distillato di deodorazione di 
olio di oliva proveniente da raffinazione fisica, con le caratteristiche riportate in Tabella 
7.8.  
La procedura generale prevede la saponificazione degli acidi grassi liberi e la 
successiva estrazione con solvente.  
Sono state condotte due tipologie di prova: 
 
• Saponificazione con KOH al 20% in metanolo ed estrazione con etere etilico 
• Saponificazione con NaOH al 25% in acqua ed estrazione con esano 
(processo totalmente a freddo) 
 
7.3.1. Saponificazione con KOH al 20% in metanolo ed 
estrazione con etere etilico 
 
Il distillato di deodorazione, leggermente riscaldato sopra la temperatura ambiente, in 
modo da divenire omogeneo, viene saponificato con KOH al 20% in MeOH; 
considerando che l‘acido grasso libero nettamente prevalente in OODD è acido oleico la 
reazione che ha luogo è la seguente: 
 
                           
 
Dove C18H34O2 è l‘acido oleico e C18H33KO2 è l‘oleato di potassio. 
Il metanolo non partecipa alla reazione ma serve come veicolo per far sciogliere 
l‘idrossido di potassio e fluidificare i saponi.  
La miscela di reazione viene portata a temperature di circa 100°C fino 
all‘ottenimento di una soluzione limpida, ovvero i saponi formati devono sciogliersi 
completamente.  
I prodotti di reazione vengono estratti con etere etilico ed acqua. Il primo solvente 
scioglierà la frazione apolare (lo squalene e i tocoferoli) mentre il secondo quella polare 
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(i saponi) e si avrà quindi la formazione di due fasi liquide (quella eterea più leggera e 
quella acquosa più pesante) facilmente separabili per decantazione. Lo squalene può 
essere recuperato evaporando etere. In Figura 7.25 è riportato lo schema a blocchi del 




 Figura 7.25: Schema a blocchi del processo di estrazione con etere etilico 
 
 
Nella pratica, la reazione è stata fatta avvenire in un pallone di vetro attaccato ad un 
condensatore a ricadere in cui è stata fatta circolare acqua. Il contenuto del recipiente è 
stato scaldato fino a leggera ebollizione e messo in agitazione magneticamente grazie 
all‘uso di un termomanto. La temperatura è stata controllata con una termocoppia di tipo 
K, collocata nel pallone. L‘apparato sperimentale utilizzato nella fase di saponificazione 



























Figura 7.26: Apparato sperimentale usato per il processo di saponificazione 
 
 
A reazione avvenuta è stata introdotta acqua demineralizzata e il tutto è stato 
trasferito in un imbuto separatore dove sono state effettuate tre estrazioni con etere 
etilico in modo da ottenere un buon recupero del componente di interesse (Figura 7.27).  
Infine la fase apolare è stata raccolta e filtrata su allumina per eliminare gli acidi 
grassi residui e l‘etere è stato allontanato completamente con il rotavapor (IKA Mod. RV 
10 Digital) a pressione atmosferica (Figura 7.28). In Tabella 7.8 sono riportate le 
quantità di riferimento usate nella prova. 
Tabella 7.8: Quantità usate nel processo di estrazione messo a punto in laboratorio 
 Quantità 
OODD 100 g 
KOH 20% in MeOH 200 ml 
Acqua Demi 300 ml 
Etere Etilico 400 ml 
a)
 
                                a)
 Quantità per singola estrazione 
 





Figura 7.27: Imbuto separatore dove si notano due fasi nettamente distinte: quella eterea 




Figura 7.28: Rotavapor usato per rimuovere il solvente  
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Il prodotto ottenuto, un liquido giallognolo ad alta viscosità (Figura 7.29), è stato 
analizzato con il GC-MS, di seguito viene riportata la procedura seguita:  
 
• Nel pallone di reazione prima di introdurre i reagenti sono stati inseriti 3,3 
mL di ciascun standard interno, cioè di eicosanolo circa 2000 ppm in esano e 
squalano circa 5000 ppm in esano, ed evaporati in corrente di azoto. 
• Per l‘analisi, è stata prelevata una porzione di frazione insaponificabile e vi 
sono stati aggiunti 300 L di reagente per la sililazione costituito da una 
miscela 9:3:1 (v/v/v) di piridina – esametildisilazano (HMDS) – 
trimetilclorosilano (TMCS). 




Figura 7.29: Aspetto del residuo insaponificabile, un liquido giallognolo ad alta viscosità. 
 
In Tabella 7.9 sono riportare le caratteristiche del residuo insaponificabile messe a 
confronto con quelle del materiale di partenza e di conseguenza viene riportato anche il 
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Tabella 7.9: Composizione della carica iniziale e del residuo insaponificabile e recupero delle 
sostanze nutraceutiche 








 % wt g % wt g % 
Squalene 10 10 99,8 8,103 81 
-tocoferolo 0,0195 0,0195 0,16 0,013 67 
-tocoferolo 0,0064 0,0064 0,04 0,003 54 
-tocoferolo 0,0015 0,0015 nr nr - 
-tocoferolo 0,0004 0,0004 nr nr - 
 
7.3.2. Saponificazione con NaOH al 25% in acqua ed 
estrazione con esano 
 
Nonostante i buoni risultati ottenuti con il procedimento illustrato nel paragrafo 
precedente, sono state effettuate prove di estrazione con esano precedute da una 
reazione di saponificazione in NaOH al 25% in  H2O (soluzione normalmente usata 
nell‘impianto di raffinazione per la neutralizzazione chimica).   
In questo caso la reazione di saponificazione di OODD è la seguente: 
 
                             
 
Dove C18H34O2 è l‘acido oleico e C18H33NaO2 è l‘oleato di sodio. 
La reazione viene condotta a temperatura ambiente, con la soluzione di NaOH in 
acqua si ha la formazione di saponi solidi e per favorire la solidificazione è opportuno 
raffreddare il sistema con ghiaccio.  In questo caso viene usato un solo solvente: l‘esano, 
che viene  messo in contatto con i saponi in modo da estrarvi i componenti nutraceutici. 
Il solvente viene allontanato come nel caso precedente con un‘evaporazione singolo 








Figura 7.30: Schema a blocchi del processo di estrazione con esano 
  
Nella pratica il distillato di deodorazione è stato saponificato in una beuta con NaOH 
al 25 % in acqua, alimentata in quantità all‘incirca stechiometrica rispetto all‘acidità 
libera dell‘olio approssimata ad acido oleico. Durante l‘aggiunta della soluzione di soda, 
i distillati sono stati vigorosamente agitati con agitazione magnetica ed il tutto è stato 
leggermente scaldato per favorire la fluidificazione della miscela e quindi la reazione. A 
reazione avvenuta, la beuta è stata collocata in un bagno di ghiaccio per favorire la 
solidificazione dei saponi. A questo punto, sono state effettuate tre estrazioni con esano. 
Questa volta la separazione fra fase solida e fase liquida è avvenuta per centrifugazione. 
L‘estratto è stato raccolto e filtrato su allumina per eliminare gli acidi grassi residui e 
l‘esano è stato allontanato nel rotavapor al fine di ottenere la frazione insaponificabile di 
interesse. Con questa procedura sono state svolte due prove partendo da 50 g circa di 
distillato di deodorazione. In Tabella 7.10 sono riportate le quantità in gioco nelle prove.  
 
Tabella 7.10: Quantità usate nel processo di estrazione messo a punto in laboratorio 
 Quantità 
OODD 50 g 
NaOH 25% in H2O 24 g 
ESANO   200 ml 
a)
 
                           a)
 Quantità per singola estrazione 
 
In Figura 7.31 sono riportate le immagini delle fasi di saponificazione, 
























                
Figura 7.31: Fasi del processo di estrazione: a) reazione di saponificazione, b) raffreddamento 
in ghiaccio dei saponi, c) aggiunta di esano  
 
Il prodotto ottenuto, un liquido trasparente (Figura 7.32), è stato analizzato con il 
GC-MS, di seguito viene riportata la procedura seguita:  
 
• Nella beuta di reazione prima di introdurre i reagenti sono stati inseriti 2 mL 
di ciascun standard interno, cioè di eicosanolo circa 2000 ppm in esano e 
squalano circa 5000 ppm in esano, ed evaporati in corrente di azoto. 
• Per l‘analisi, è stata prelevata una porzione di frazione insaponificabile e vi 
sono stati aggiunti 300 L di reagente per la sililazione costituito da una 
miscela 9:3:1 (v/v/v) di piridina – esametildisilazano (HMDS) – 
trimetilclorosilano (TMCS). 
• Iniezione al GC-MS per la determinazione del contenuto di Squalene e 
Tocoferoli 
 
I risultati ottenuti dall‘analisi della carica iniziale e del residuo insaponificabile 
raccolto a fine prova sono mostrati in Tabella 7.11, dove per completezza viene 
riportato anche il recupero. 
 
 
a) b) c) 




Figura 7.32: Aspetto del residuo insaponificabile 
 
Tabella 7.11: Composizione della carica iniziale e del residuo insaponificabile e recupero delle 
sostanze nutraceutiche 
 








3,55 g (6,95%) 
% wt. g % wt. g % wt. g % wt. g 
Squalene 10 5,13 89 4,23 10 5,11 95 3,37 
α-tocoferolo 0,0195 0,01 nr nr 0,0195 0,01 nr nr 
β-tocoferolo 0,0064 0,0033 nr nr 0,0064 0,0033 nr nr 
γ-tocoferolo 0,0015 0,0008 nr nr 0,0015 0,0008 nr nr 





Con entrambi i processi di estrazione messi a punto in laboratorio è stato possibile 
ottenere una frazione ricca in squalene, che come detto precedentemente è un 
componente nutraceutico caratteristico del distillato di deodorazione di olio di oliva.  
Nell‘estratto con etere è stato recuperato circa l‘81% dello squalene inizialmente 
presente nella carica, mentre nell‘estratto con esano ne è stato recuperato circa il 74% 
(valore medio tra quelli delle due prove effettuate).  Le percentuali di squalene negli 
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estratti valutate rispetto alla carica e quindi indicative del recupero sono riportate in 
Figura 7.33.  
Nell‘estratto con etere è  stato  recuperato il  57,5% dei tocoferoli,  di questo 57,5% il 
46,7%  sono tocoferoli di tipo α e il 10,8% tocoferoli di tipo β. 
 
 
Figura 7.33: Recupero dello squalene negli estratti 
 
Figura 7.34: Recupero dei tocoferoli negli estratti 
CARICA ESTRATTO-ETERE ESTRATTO-ESANO









 Recupero Squalene 
CARICA ESTRATTO-ETERE ESTRATTO-ESANO
δ-T 1,4 0 0
γ-T 5,4 0 0
β-T 23,0 10,8 0









 Recupero Tocoferoli 
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È ragionevole pensare che le perdite siano state causate dalle numerose 
manipolazioni fatte in laboratorio. 




    (*) Nella carica si tratta principalmente di FFA 
Figura 7.35: Composizione della carica e degli estratti 
 
Il processo di estrazione con etere ha dato risultati migliori rispetto al processo di 
estrazione con esano. Un punto a sfavore in entrambi i casi è l‘elevata quantità di 
solvente necessaria ad effettuare le estrazioni che tuttavia può essere recuperata dopo 
l‘evaporazione e riciclata.  
Nel primo processo la saponificazione avviene con KOH in MeOH a differenza di 
quanto avviene normalmente nell‘impianto di raffinazione, dove per la neutralizzazione 
dell‘acidità libera viene usato NaOH in acqua, l‘alcol non viene recuperato e contamina 
le paste saponose che pur essendo un sottoprodotto vengono convertite ad acidi grassi e 




Altro (*) 90 0,2 8









Composizione %  
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8. Definizione di un processo di recupero su scala 
industriale 
 
La sperimentazione condotta in laboratorio ha consentito di quantificare 
indicativamente le correnti del processo di estrazione con esano, in Figura 8.1 viene 
riportato lo schema a blocchi del processo prendendo come base 100 kg/h di 
alimentazione di OODD; è stata considerata una conversione totale per la reazione di 
saponificazione e si è assunto che nello stadio di centrifugazione si riescano a separare 
tutti i saponi dalla fase contenente esano e residuo insaponificabile. Il recupero di 
Squalene in elevata purezza, è stato fissato al 75% facendo una media dei recuperi 
ottenuti nelle prove di laboratorio.  Inizialmente in laboratorio sono state effettuate dopo 
la saponificazione  tre estrazioni  per essere sicuri di avere un buon recupero di squalene, 
tuttavia conducendo una prova con modalità analoghe a quelle del Paragrafo 7.5.2. ma 
estraendo una sola volta con esano sono stati registrati risultati pressoché uguali, 
indicando che un solo stadio di estrazione può essere sufficiente.  Le caratteristiche 




Figura 8.1: Schema a blocchi del processo di estrazione con esano 
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Tabella 8.1: Descrizione delle correnti di Figura 8.1  




di olio di oliva 
Soluzione di 






 kg/h wt % kg/h wt % kg/h wt % kg/h wt % 
Acidi grassi 
liberi 
85,00 85,00   0,00 0,00   
Squalene 10,00 10,00   10,00 6,75   
Altro (*) 5,00 5,00   5,00 3,38   
          
NaOH    12,04 25,00 0,00 0,00   
Acqua   36,10 75,00 41,50 28,01   
Oleato di 
sodio 
        
         
Esano       250,00 100 
Totale 100,00  48,14  148,14  250,00  
 
 














 kg/h wt % kg/h wt % kg/h wt % kg/h wt % 
Acidi grassi 
liberi 
0,00 0,00       
Squalene 10,00 2,51 7,50 2,91 2,50 1,78 7,50 100 
Altro (*) 5,00 1,26   5,00 3,56   
          
NaOH  0,00 0,00       
Acqua 41,50 10,42   41,50 29,51   
Oleato di 
sodio 
91,64 23,02   91,64 65,16   
         
Esano 250,00 62,79 250,00 97,09     
Totale 398,14  257,50  140,64  7,50  
Capitolo 9                        Prove in vitro su componenti nutraceutiche separate da OODD 
114 
 
9. Prove in vitro su componenti nutraceutiche 
separate dai distillati di deodorazione 
 
Sui campioni  estratti con etere ed esano, costituiti da squalene, sono stati fatti i primi 
studi in vitro dal gruppo di ricerca della Prof. Sandra Donnini del Dipartimento di 
Scienze della Vita dell‘Università di Siena, per valutarne le attività 
biologiche/nutraceutiche.  
Per lo studio delle proprietà nutraceutiche dello squalene, poiché il quantitativo 
fornito permetteva studi solo su un modello cellulare, sono state scelte le cellule 
endoteliali. Il mantenimento delle funzioni dell‘endotelio è un prerequisito essenziale 
all‘omeostasi del sistema cardiovascolare. Disfunzioni endoteliali sono associate 
all‘aterosclerosi, diabete, sepsi, ipertensione, malattie neurodegenerative, steatosi 
epatica e metastatizzazione del cancro. Sono state usate cellule endoteliali umane di 
vena umbelicale (HUVEC) ottenute da Lonza Milano Srl e mantenute in terreno di 
cultura Basal Endothelial Medium addizionato di glutammina (2 mM), antibiotici e 
fattori di crescita come raccomandato dai fornitori e 10% Fetal Bovine Serum (FBS). Il 
terreno di coltura, siero e antibiotici sono ottenuti da Lonza Milano Srl.  
 
Sono stati eseguiti i seguenti test: 
• Proliferazione cellulare: le cellule (1.5 x 103) sono state seminate in piastre da 96 
pozzetti, in 10% FBS per 24 ore, e poi esposte a squalene alle diluizioni 1:100 e 
1:10 per tempi differenti (6, 24 e 48 ore) oppure esposte per 48 ore a squalene 
alla diluizione 1:100 o a idrossitirosolo (HT, 10 µM) O tirosolo (1µM) da soli o 
in combinazione in presenza di 1% FBS o daidzin (10µM). La condizione di 
basso siero (1% FBS) in vitro è una condizione di stress per l‘endotelio, che 
mima la condizione ischemica in vivo. Il trattamento con daidzin, inibitore della 
isoforma 2 dell‘aldeide deidrogenasi (ALDH2) e induttore di ROS Le cellule 
sono state poi fissate in metanolo a 4°C per 2 ore, colorate con ematossilina-
eosina e le cellule colorate sono state contate al microscopio ottico ad 
ingrandimento 20X. 
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• Misurazione dei ROS: le cellule (1.5 x 103) sono state seminate in piastre da 96 
pozzetti, in 10% FBS per 24 ore, e poi esposte a squalene diluito 1:100 e 1:10 per 
vari tempi (6, 24 e 48 ore) in basso siero (1% FBS). 30 minuti prima della 
scadenza del tempo di stimolazione, alle cellule è stato aggiunto 2,7 dicloro 
fluoresceina diacetato (DCFDA). DCFDA è permeabile alla membrana cellulare, 
entra all‘interno della cellula dove se ossidata dai ROS si trasforma in dicloro 
fluoresceina (DFC), molecola fluorescente. La sua fluorescenza può essere 
misurata e ci permette così di calcolare la quantità di ROS che sono stati prodotti 
dalla cellula. Dopo 30 minuti la fluorescenza è stata misurata a 485 nm 
(eccitazione) e 535 nm (emissione). 
 
• Western blot: Le cellule (3 x 105) sono seminate in piastre da 6 cm, in 10% FBS 
per 24 ore, e poi esposte a squalene diluito 1:10 e 1:100 in basso siero (1% FBS) 
per 6 ore. L‘elettroforesi dei campioni è stata fatta in gel a gradiente 4-12% 
poliacrilamide/SDS per p22phox e catalasi. Dopo trasferimento le membrane 
sono state incubate 18 ore a 4°C con anticorpo primario in 1% latte/PBS diluito 
1:1000 (Santa Cruz). Dopo tre lavaggi con PBS 0.05% TWEEN, la proteina 
d‘interesse è stata rivelata mediante l‘uso di anticorpo secondario anti-rabbit 
coniugato con perossidasi di rafano diluito in 1% latte (1:2500) in associazione al 
sistema di sviluppo della chemiluminescenza (Amersham, Arlington Heights, IL). 
Le immagini sono state poi digitalizzate e quindi quantificate con l‘uso del 
software di analisi ImageJ (NIH). 
 
Squalene 1:10 e 1:100, dopo 6 ore, non influenza la crescita delle HUVEC. Dopo 24 
e 48 ore di trattamento la diluizione 1:10 riduce del 50% il numero delle cellule, indotte 
a proliferare da una bassa concentrazione di siero. La diluizione 1:100 non influenza la 
crescita cellulare fino alle 24 ore, mentre ha un debole effetto dopo 48 ore  (Figura 9.1). 




Figura 9.1: Effetto dello squalene sulla proliferazione cellulare di HUVEC indotta da basse 
concentrazioni di siero. ***p<0.01 vs controllo (0 squalene); *p<0.05 vs controllo. Test del 
t‘student  
 
Di conseguenza è stato indagato l‘effetto dello squalene sigma, in esano e in 
metanolo alla diluizione 1:100, dell‘ idrossitirosolo (HT) e del tirosolo (Tyr) sulla 
crescita delle cellule endoteliali dopo 48 h di trattamento. Squalene sigma, HT e tyr non 
influenzano la crescita cellulare, lo squalene in etere ha un debole effetto sulla riduzione 




Figura 9.2: Effetto dello squalene e dei polifenoli dell‘olio extravergine di oliva sulla 
proliferazione cellulare di HUVEC indotta da basse concentrazioni di siero. ***p<0.01; 
















































Capitolo 9                        Prove in vitro su componenti nutraceutiche separate da OODD 
117 
 
È stato quindi indagato se la combinazione di squalene con i polifenoli dell‘olio, HT 
e Tyr, ha effetto proliferativo da danno indotto da daidzin, un inibitore dell‘isoforma 2 
dell‘aldeide deidrogeasi (ALDH2) e quindi induttore di ROS. Come evidente dalla 
Figura 9.3 lo squalene ottenuto da estrazione con esano riduce significativamente la 
sopravvivenza delle cellule endoteliali trattate con daidzin. Lo squalene sigma ha debole 
effetto protettivo. La combinazione di squalene sigma con polifenoli dell‘olio 




 Figura 9.3: Effetto dello squalene e dei polifenoli dell‘olio extravergine di oliva sulla 
proliferazione cellulare di HUVEC indotta da daidzin 10µM. I dati sono espressi come % di 
inibizione della sopravvivenze cellulare verso il controllo (Ctr=100) ***p<0.01; *p<0.05 vs 
daidzin. Test del t‘student 
 
È stato quindi valutato se lo squalene influenzasse i livelli di ROS in HUVEC 
mantenute in 1% FBS. Già dopo 6 ore di trattamento le due diluizioni utilizzate 
riducono in modo significativo i livelli di ROS nelle HUVEC. L‘effetto permane anche 















































 Figura 9.4: Effetto di diluizioni crescenti di squalene sui livelli dei ROS in HUVEC 
trattate per 6, 24 o 48 ore. ***p<0.01 vs controllo (0 squalene); Test del t‘student 
 
Abbiamo infine valutato l‘attività dello squalene sull‘espressione di proteine 
coinvolte nella detossificazione dei ROS, la proteina p22phox e la catalasi. La catalasi è 
un enzima, appartenente alla classe delle ossido-reduttasi, coinvolto nella 
detossificazione della cellula da specie reattive dell'ossigeno. Come si può osservare in 
Figura 9.5, la sua espressione aumenta dopo 6 ore di esposizione alle 2 diluizioni di 
squalene, confermando il ruolo protettivo del prodotto nelle cellule endoteliali. Al 
contrario, la proteina p22phox è un componente essenziale della NADPH-ossidasi. 
Questo enzima usa NADH o NADPH come donatore di elettroni per la riduzione 
dell‘ossigeno ad anione superossido. p22phox funziona quindi come sensore di O2, e la 
sua espressione aumenta in risposta a condizioni ipossiche. Il trattamento delle HUVEC 
con le due diluizioni di squalene riduce in maniera significativa l‘espressione di 
p22phox, suggerendo che la presenza dello squalene riduce nell‘endotelio lo stress 
ossidativo indotto da basse concentrazione di siero. 
 
Figura 9.5: Effetto di dosi crescenti di squalene sull‘espressione di catalasi e p22phox in 
HUVEC trattate per 6 ore 
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Quindi, nelle cellule endoteliali lo squalene dimostra un effetto antiossidante già a 6 
ore. 
In conclusione, le analisi effettuate sul campione estratto con etere (residuo 
insaponificabile ottenuto dalla saponificazione del distillato di deodorazione di olio di 
oliva), prevalentemente costituito da squalene, indicano che la molecola diluita 1:100 ed 
1:10 ha interessanti proprietà protettive sull‘endotelio esposto a basse concentrazioni di 
siero, a mimare una condizione di stress ossidativo. Infatti, il prodotto riduce 
significativamente la produzione dei radicali dell‘ossigeno, misurata in vitro mediante 
fluorescenza. Non solo, lo squalene modifica anche l‘espressione di marker proteici di 
stress ossidativo, misurata mediante il western blot, aumentando l‘espressione della 
SOD e diminuendo quella di p22phox. A livello funzionale, riduce significativamente la 
crescita indotta da stress ossidativo. I dati ottenuti ci permettono di concludere che il 
prodotto estratto mantiene proprietà antiossidanti e le mostra su un modello cellulare 
particolarmente sensibile a variazioni di stress ossidativo e importante per la salute del 
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10. Conclusioni e sviluppi futuri 
 
La caratterizzazione del distillato di deodorazione di olio di oliva Salov S.p.A. ha 
mostrato come questo sottoprodotto sia ricco in Squalene (circa 10%), confermando 
quanto già emerso dalla letteratura scientifica. L‘esplorazione di vari processi di 
separazione di tale componente ad elevato valore aggiunto dal distillato di deodorazione 
di olio di oliva ha condotto ad importanti risultati: 
• Il processo di distillazione sottovuoto in colonna a riempimento del distillato di 
deodorazione tal quale, che sulla base dei dati teorici delle tensioni di vapore di 
acido oleico e squalene avrebbe potuto consentire la separazione di questi 
componenti, ottenendo un distillato costituito principalmente da acidi grassi ed 
un residuo ricco in squalene, non ha condotto ai risultati attesi: è stata ottenuta 
una quantità minima di distillato in tempi molto lunghi, tanto che distillare l‘80% 
della miscela si è rivelato impraticabile, inoltre le elevate temperature di lavoro 
hanno causato fenomeni di isomerizzazione e degradazione nel materiale di 
partenza. 
 
•  La distillazione tipo short path condotta con il fornetto Kugelrohr alla pressione 
di 0,05 mbar ha portato nel migliore dei casi a recuperare il 50% circa di 
squalene in un residuo costituito dal 18% di squalene e dal 63% di acidi grassi, 
rivelandosi quindi anch‘esso inefficace.  
 
• I processi di estrazione con solvente invece, si sono rivelati efficaci: nel processo 
di estrazione con etere etilico preceduto da una saponificazione con KOH in 
metanolo è stato estratto l‘81% di squalene ed il 60% di tocoferoli inizialmente 
presenti in OODD, in termini di purezza l‘estratto è risultato costituito dal 99,8% 
di squalene e dallo 0,2% di tocoferoli; nel processo di estrazione con esano, 
preceduto da una saponificazione con NaOH in acqua, invece è stato recuperato il 
75% di squalene in un estratto costituito per circa il 90% da questo componente. 
L‘ultimo processo è risultato essere il più interessante in quanto la 
saponificazione con NaOH in acqua evita i problemi legati alla presenza di 
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metanolo e l‘esano attualmente è il solvente maggiormente usato nell‘industria 
olearia.  
 
Il processo di estrazione con esano, merita sicuramente un ulteriore approfondimento 
per valutarne la reale fattibilità sia in termini pratici che economici. 
 In futuro potrebbero comunque essere indagati altri processi di separazione per 
distillazione in cui il distillato di deodorazione viene sottoposto a trattamenti preliminari.  
Ad esempio potrebbe essere effettuata una reazione di metilazione per convertire gli 
acidi grassi liberi in esteri metilici e condurre la distillazione su OODD esterificato; in 
questo caso la separazione potrebbe essere favorita da una maggiore differenza fra i 
punti di ebollizione degli esteri e dello squalene.  Un‘altra strada potrebbe essere 
l‘esterificazione degli acidi grassi con glicerina, in modo da trasformarli nei 
corrispondenti trigliceridi ed ottenere così una frazione più pesante dello squalene che a 
questo punto durante una distillazione andrebbe in testa. 
 
I componenti recuperati verranno addizionati ad olio di oliva per arrivare alla 
commercializzazione del prodotto finale: l‘olio OLIVA PLUS. 
Attualmente è in fase di valutazione la ricetta di tale olio che prevede l‘aggiunta di 
squalene e polifenoli estratti dai sottoprodotti della raffinazione di oliva, ed 
eventualmente anche di tocoferoli commerciali. Ogni componente verrà inserito 
nell‘olio in quantità ben definite tali da mostrare la loro attività biologica ed infine verrà 
valutata l‘efficacia del prodotto nel suo insieme, ovviamente dovranno essere effettuate 
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